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RESUMO

A capacidade ésseo-indutora do plasma rico em plaquetas (PRP), uma fonte
autoégena e altamente concentrada de fatores de crescimento, tem sido atestada por
muitos pesquisadores. No entanto, existe caréncia de trabalhos destinados a avaliar
se o0 plasma pobre em plaquetas (PPP), que apresenta plaquetometria em torno de
dez vezes menor que a do PRP, mas contém alta concentracio de fibrina, pode
também acelerar esse processo. O objetivo deste estudo foi comparar, por analise
histologica, a reparagdo Ossea processada 28 dias apds o preenchimento de
alvéolos dentarios com PRP, PPP ou de forma natural pelo coagulo sangiineo
(controle), imediatamente apoés trés exodontias realizadas nas mesmas arcadas
dentérias. Para possibilitar essa analise foram estabelecidos, como parémetros de
reparacao, os graus de neovascularizagado e de fibrose, a atividade de osteoblastos
e osteoclastos e a presenga de 0sso imaturo e lamelar, aos quais foram atribuidos
escores de zero a trés, em ordem crescente do grau de ocorréncia. Dos cinco
parametros analisados, o PRP apresentou melhor resultado em relagdo a
neovascularizagdo (p=0,0255) e atividade de osteoblastos e osteoclastos (p<0,01).
Nzo houve diferenca significativa entre os cinco parametros ao compararmos o0s
alvéolos preenchidos com PPP aos alvéolos-controle. Em sintese, os resultados
mostraram que, em relagio ao coagulo sanglineo, em 28 dias o PRP é efetivo no

aceleramento da reparagéo dssea de alvéolos e que o PPP n&o altera o grau dessa

reparacao.

Palavras-chave: implantes dentarios, regeneragéo ossea, plaquetas, fibrina



ABSTRACT

The osseous-inductive capability of the platelet rich plasma, a self and highly
intent source of growing factors, has been certified for many researchers. However,
there is lack of studies to evaluate if the platelet poor plasma (PPP), that presents
ten times less platelets than the PRP, but is fibrin highly concentrate, may also
speed up this process. The objective of this study was to compare, in histological
analysis, the processed bone repairing 28 days after the fulfilling of dental alveolus
with PRP, PPP or natural clot (control), immediately after three teeth extractions in
the same dental arches. To make possible this analysis, repairing parameters had
been established, as the degrees of new vascular formation and fibrosis, the
osteoblasts and osteoclasts activity and the presence of immature and lamellar
bone, to which had been attributed scores from zero to three, orderly increasing in
occurrence degree. Of the five analyzed parameters, the PRP presented better
results in relation of new vascular formation (p=0,0255) and osteoblasts and
osteclasts activity (p<0,01). It didn’t have significant difference betewen the five
parameters comparing the alveolus filled in with PPP and controuls ones. In
synthesis, the results had shown that, comparing to the blood clot, in the period of 28

days the PRP is effective to speed up the alveolus bone repairing and that the PPP

does not modify the degree of this repairing.

Keywords: dental implants, bone regeneration, blood platelet, fibrin.
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1. INTRODUGAO

A reabilitagdo bucal com implantes osseointegraveis exige uma quantidade
suficiente de osso para permitir uma boa ancoragem dos mesmos (PIKOS, 1998;
PIKOS, 2000). Adequadas altura e largura sio necessarias para acomodar
implantes de dimensdes apropriadas, com uma angula¢do axial que permita a
confecgao da protese (LYNCH et al., 1991). Um dos problemas enfrentados pelo
implantodontista é que a perda dos denté.s‘ compromete o volume e a posigao do
rebordo alveolar, especialmente quando 6corne como conseqﬂéncia.de periodontite
(GARG et al., 1998).

Alguns reparos anatémicos também se impdem tomo restrigées as técnicas
convencionais, desde que nao haja um preparo préevio do leito receptor dos
implantes. Diversas alternativas, tais como a elevagéo do soalho do seio maxilar ou
da fossa nasal, bem como o reposicionamento do nervo alveolar inferior, tém sido
documentadas para qualificar uma regido da maxila ou da mandibula como apta a
receber implantes (GARG et al., 1998; PIKOS, 2000; SCHER et al., 1999).

A reconstrucéo da altura e da Iarg.ura do rebordo tem sido mais bem obtida
por enxertia com osso autdgeno, Conside'r'.ada o padréo’ de ouro nas reconstrugdes
dos maxilares (PIKOS, 2000).' Entre as reéi()eé doadoras de osso, a crista iliaca e a
tibia tém se destacado como os princibais sitios extrabucais. A remoc¢ao de osso da
sinfise ou ramo mandibular oferece, entretanto, melhor acesso além de baixa
morbidade. O enxerto dessa regido esta tam.bém associado a uma menor

reabsor¢éo durante sua integragao, uma vez que sua bioquimica é similar a da area

receptora (GARG et al., 1998).
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Para melhorar o sucesso das enxertias ésseas autdégenas, o plasma rico em
plaquetas (PRP), obtido a partir da centrifugagdo de sangue periférico do préprio
paciente, tem se mostrado um importante. coadjuvante nas reconstrugdes
maxilares. As plaquetas sao depésitos.de importantes fatores de crescimento
intensificando, assim, a regeneragéo dssea e minimizando os efeitos da absorgdo
do enxerto em sua fase de integracdo. O fator de crescimento derivado de

plaquetas (PDGF) e os fatores transformadores de crescimento B1 e p2 (TGF-B1 e

TGF-B2) estdo associados a diversos eventos celulares que melhoram o reparo ao
redor de enxertos periodontais (OBARRIO et al., 2000).

Um numero consideravel de pesquisas, desenvolvidas inclusive por alunos
do Curso de Mestrado em Implantodontia da nossa Universidade, tem comprovado
a eficacia do PRP na reparagao principalmente do osso, mas resta a possibilidade
de que o plasma pobre ém 'plaquetas (PPP) ou rico em fibrina também possa

favorecé-la.
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2. PROPOSIGAO

O objetivo deste trabalho foi comparar, por analise histologica realizada 28
dias apos exodontias processadas na mesma arcada de seis pacientes candidatos
a receberem implantes nesses locais, o grau de reparagdo déssea ocorrido em
alvéolos preenchidos no ato cirtrgico com plasma rico em plaquetas ou com
plasma pobre em plaquetas, tendo como controles alvéolos preenchidos

naturalmente com o coagulo sangtineo.
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3. REVISTA DA LITERATURA

3.1. Processo de reparo dsseo alveolar

O processo de reparo 6sseo depende de dois parametros indispensaveis:
suprimento sangliineo e suporte mecanico.

A estrutura dos ossos faciais € determinada por seus componentes e
propriedades mecanicas. Os ossos cortical e medular da mandibula e da maxila
sao similares quanto a composigdo, mas se diferenciam pela distribuicdo
geométrica com que sao formados. Os ossos do terco médio da face sdo formados
por uma por¢ao cortical delgada e outra esponjosa, menos compacta que a da
mandibula. Consequentemente, permitem maior vascularizagdo, que por sua vez
promove maior nutricdo, favorecendo a reparagao éssea (PEREIRA FILHO et al.,
2004). De acordo com Boyne (1966), em quatro semanas, o alvéolo dentéario devera
estar preenchido com osso imaturo e, segundo Amler (1969), o reparo do alvéolo
dentario humano apds exodontia esta completo ao redor de 60 dias.

O reparo dos alvéolos dentarios se processa em quatro fases (OHTA et al.,
1993):

a) angiogénica inicial: desenvolvida na semana que se segue a exodontia e
na qual, a partir das terminagbes dilaceradas dos vasos, forma-se o coagulo
sangilineo. Apés 48 a 72 horas ocorre a contragdo do coagulo e o inicio da
formacao do tecido de granulagao, com grande proliferagao de vasos sanglineos e

fibroblastos imaturos a partir da porgéo apical do alvéolo. Em 96 horas observa-se

proliferagéo epitelial para a margem da ferida;
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b) formag&o de novo osso: entre a segunda e a terceira semana apés a
exodontia, o alvéolo inteiro esta preenchido pof tecido de granulagao, observando-
se a presenga de tecido conjuntivo jovem e a formacgéo de tecido osteoide a partir
do fundo do alvéolo. Durante esse periodo 0 0sso cortical da crista do rebordo
continua a ser reabsorvido, especialmente na regido intersseptal e na lamina
cortical mais delgada;

c) crescimento ésseo: comega na quarta semana apds a exodontia, com a
mineralizagdo do tecido ostedide e a formagio de osso novo a partir das paredes
do alvéolo e da regido apical, em diregcdo a porgéo central. A cobertura epitelial
sobre a ferida esta praticamente completada;

d) reorganizagao do ‘osso: ocorre pelo menos seis semanas apds a
exodontia, com as trabéculas primarias do osso se remodelando para formar uma
camada esponjosa mais espessa. A lamina corﬁcal ao redor do alvéolo ndo é
totalmente reabsorvida. A fase de remodelagao continua de quatro a seis meses
apos a exodontia.

A cronologia do reparo alveolar apresentada nessas quatro fases pode

variar de individuo para individuo, de acordo com a idade e condi¢des sistémicas e

locais.
3.2. Plaquetas e fatores de crescimento delas derivados

As plaquetas sdo corpusculos anucleados ‘com forma de pequenos discos
arredondados, com 1,0 a 3,0um de didmetro e espessura de 0,5 a 1,0um. Derivam
de prolongamentos citoplasmaticos desprendidos dos megacariécitos da medula
6ssea; cada megacariocito pode produzir duas mil a trés mil plaquetas, que

apresentam uma vida média de cerca de dez dias no sangue circulante. Em
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condigées normais, sua concentragdo no sangue & entre 150 mil e 400 mil
plaquetas/cc e entre as suas principais fungdes estio a hemostasia e a promogao
da coagulagdo sanglinea. O citoplasma da plaqueta & viscoso e contém
numerosas organelas e granulos de varios tipos; os principais sdo as mitocondrias,
os granulos densos e os granulos a. Estes contém o fator plaquetario IV, que
participa dos fendmenos de coagulagdo do sangue e contém ainda B-
tromboglobulina, fibrinogénio e fatores.de crescimento (NURDEN, 1977).

Durante o processo de degranulagéo mLiitas proteinas sao liberadas, dentre
elas os polipeptidios denominados genericame‘nte de fatores de crescimento. Os
mais conhecidos sao os fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), de crescimento de fibroblastos (FGF),
de crescimento de transformagao beta (TGF-f8), de crescimento endotelial (EGF) e
de crescimento semelhante a insulina (IGF). Nessas circunstancias, caso as
plaguetas sejam empregadas como -fontes ex‘égenas de fatores de crescimento,
passara a existir um refor¢co das concentragdes ja existentes, formando um estimulo
adicional para as atividades celulares, potencializando o reparo local (ANITUA,
1999). |

Os fatores de crescimento funcionam como'mediadokés naturais, regulando
eventos celulares relacionados a regeneragao tecidual, quimiotaxia, diferenciagéo e
proliferagdo celular e sintese de matriz (KIRITSY et al., 1993). Outro importante
achado atribuido a essas citocinas & o estimulo da angiogénese.

Seu principal modo de agao €& paracrino, ou seja, sdo sintetizados
especialmente por plaquetas e seus efeitoé sdo exercidos em fibroblastos e

precursores de osteoblastos (MARX, 1999).
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Embora nos granulos alfa das plaquetés oéorra a maior sintese de PDGF,
TGF-B1 e B2, linfécitos, neutréfilos, macréfagos e end_btélio pérticipam também
desse processo (ANITUA, 1999; MARX et al., 1958).

O PDGF é constituido por duas cadeias de aminoacidos, ambas igualmente
potentes em estimular a sintese de DNA em fibroblastos (WANG, 1994). Apesar de
ter sido relatada a sintese de colageno aumentada no 0ss0 e nas culturas celulares
bsseas apos a exposigdo ao PDGF, a produgdo de células geradoras de colageno
nao parece ser afetada. Ao invés disso, 0 aumento na sintese de colageno é
relacionado ao aumento do nimero de células secundarias e a replicagdo celular
acentuada. A ligagao dessa proteina a receptores do tipo tirosina-cinase presentes
em células mesenquimais indiferenciadaé, angioblastos, macréfagos e fibroblastos,
induz mitose e liberagao de citocinas que promovem a quimiotaxia de precursores
de osteoblastos (ANTONIADES; HUNKAPILLER, 1983; BECKER et al., 1992;
GIANNOBILLE et al., 1994; HOWELL et al., 1997; WANG, 1994). Os macroéfagos
ativados ainda secretam citocinas que irdo intensificar a angiogénese.

Os IGF s3o caracterizados por regularem significativamente o crescimento e
a funcéo celular. A maior parte dos IGF-I' & produzida no figado em resposta aos
niveis de horménio de crescimento (GH) no soro, mas os IGF também s&o
sintetizados em outros tecidos, tanto esquelé.ticos como nao-esqueléticos (KOKA,
VANCE; MAZE, 1995).

O IGF-II, primeiramente referido como um fator de crescimento esquelético,
tem uma sequéncia aproximadamente 60% homologa ao IGF-l. Também
promovem aumento de replicagdo celular e da’ sintese e absorgdo de colageno
(KOKA; VANCE; MAZE, 1995).

O TGF-B, anteriormente chamado de fator | de crescimento derivado do

osso, esta presente em grandes quantidades tanto nas células ésseas como na
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matriz 6ssea, sendo este seu maior reservatdrio. Sua principal atividade é induzir a
mitose de células mesenquimais indiferenciadas, fibroblastos e macréfagos que
assim estimulados, também passam a sintetizar este fator de crescimento. O TGF-
B1 e B2 funcionam como quimiotaticos e mitogéniqos de pré-osteoblastos, induzem
a secregao de colageno por essas células iniciando a reparacdo dssea e inibem

osteoclastos favorecendo a deposigéo da matriz (SEYEDEDIN, 1989).
3.3. Aplicagao de fatores de crescimento 6sseo (BGF) na reparagio 6ssea

A literatura sobre implantes dentarios oferece informagdes promissoras, mas
limitadas, a respeito do uso de fatores de crescimento ésseo. O mecanismo de
acao dos BGF é vital para nossa compreensao da aceﬁtuagéo da osseointegragao,
tanto para a formacgao éssea rapida quanto para '6 aumento do prognoéstico para
osseointegragdo em areas de pobre qualidade 6ssea.

Conforme Lynch et al. (1989), o PDGF e o IGF-I estimulam a regeneragéo
periodontal em caes da ragca Beagle, pois sdo mitogénicos e quiomiotaticos para
fibroblastos e osteoblastos.

Em outro trabalho, Lynch et al. (1991) desenvolveram a hipétese de que a
combinagdo de 3ug de PDGF e IGF-I, em curto prazo de tempo, pode acentuar a
regeneracdo dos componentes moles e duros do periodonto. A analise dos
resultados revelou aumento significativo de cinco a dez vezes no osso e cemento. A
altura e area total do 0sso novo continuaram a aumentar em duas a cinco semanas.
O 0sso novo apresentava processo de maturagéb normal e foi também constatada

formacéo de ligamento periodontal fisiologica entre 0 0sso novo e o cemento novo.

N3o houve aumento de anquilose nos locais tratados.
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Também em 1991, Lynch et al. publicaram um trabalho com o objetivo de
avaliar os eventos precoces de reparagio Gssea ao redor de implantes de titanio
inseridos com e sem a aplicagio da associagio de PDGF com IGF-I. Os resultados
sugeriram que a combinagdo PDGF/IGF-| pode estimular a regeneragio éssea ao
redor de implantes de titanio ajustados por pressao.

Becker et al. (1992) avaliaram a deposicdo 6ssea em torno de implantes
comparando o uso de membrana de e-PTF-E (politetrafluoreileno), isolada ou
associada ao DFDB (aloenxerto 6sseo desmineralizado, seco e congelado), com a
combina¢ao PDGF/IGF-I. Os resultados mostfaram mais altas taxas de densidade
bssea em sitios tratados com membrana e-PTF-E mais PDGF/IGF-I em torno dos
implantes que nos tratados com membrana’ e-PTF-E sozinha ou associada ao
DFDB.

Giannobille et al. (1994) estabeleceram que a aplicagdo Unica da associagéo
de PDGF/IGF-I, apés terapia periodontal, € capaz de promover regeneragao dos
tecidos periodontais, constatagdo corroborada por Howell et al. (1997).

Conforme Lind et al. (1998), os fatores de crescimento sdo promissores para a
melhora da reparagdo 6ssea em osteotomias e na fixagéo biolégica de implantes.

Meraw et al. (2000) trataram defeitos de perimplantite com combinagdo de
fatores de crescimento, para avaliar o beneficio do uso da combinagdo desses
fatores como guia de regeneragdo éssea ao redor dos implantes dentarios. Os
resultados indicaram um efeito significante dos fatores de crescimento no aumento
do contato osso-implante e na quantidade de osso por area de superficie. Em
comparag&o com o controle, a aplicag&o do cimento simples causou somente ligeiro

aumento nessa area.

Estudos futuros podem ser benéficos para determinar a vantagem do uso dos

fatores de crescimento em outras aplicagOes regenerativas.
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3.4. Plasma rico e plasma pobre em plaquetas

O plasmo rico em plaquetas (PRP) é uma preparacao autégena, com alta
concentragdo de plaquetas obtida a partir da centrifugacdo do sangue total
(LANDESBERG; MOSES; KARPATKIN 1998; LANDESBERG: ROY: GLICKMAN,
2000). O sangue coletado é tratado com um anticoagulante adequado e assim
mantido até a centrifugagdo. Devido & diferenca de densidade, as células
sanglineas irdo se organizar durante a centrifuga¢do em trés niveis diferentes. As
hemacias ocupam a porgdo mais inferior, enquanto o plasma contendo as
plaquetas ocupa a por¢ao mais superior. Nesse-plasma ainda podem se diferenciar
dois niveis, sendo que o PRP ocupara a porgao intermediaria, entre as células
vermelhas e o plasma pobre em plaquetas ou PPP (RODRIGUES; KATAYAMA,
2002; RUTHERFORD et al., 1993). A plaquetometria do PRP oscila entre 500 mil a
um milhao de plaguetas por microlitro de sangue (OBARRIO et al., 2000).

O plasma pobre em plaquetas (PPP) também é referido como plasma rico
em fibrina ou como cola alégena de fibrina. Nele sdo detectadas cerca de 30 a 70
mil plaguetas por microlito de sangue (EFEOGLU; AKCAY; ERTURK, 2004). A
Ortopedia e a Cirurgia Plastica tém se valido das propriedades adesivas da fibrina e
da aplicagdo de um derivado de fibrinogénio em hemorragias cerebrais e hepaticas.
O PPP mimetiza os Ultimos passos da cascata de coagulagdo com a conversao de
fibrinogénio em fibrina, cuja fungdo primaria € a obtengdo de hemostasia e a
ades3o dos retalhos. Sua eficacia no selamento de capilares controla facilmente o

sangramento, reduzindo a formagdo de edemas e hematomas em cirurgias

plasticas (MAN; PLOSKER; WINLAND-BROMN, 2001).
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Depois de obtido, o PRP, que além das plaquetas contém leucdcitos, pode
ser transformado em gel pela adicdo de trombina bovina e cloreto de calcio
(SHMITZ; HOLLINGER, 2001). Na presenga de ions calcio, a trombina promove a
clivagem do fibrinogénio plasmatico em fibrina. Forma-se, entdo, um composto
insoluvel, de consisténcia semelhanté a um gel, que estimula a degranulagao das
plaquetas e liberagdo de citocinas que funcionam como fatores de crescimento
(OBARRIO et al., 2000; WHITMAN et al., 1997). O PPP também pode se tornar gel
pela adicdo das mesmas substéncias.

O PRP tem ampla indicagdo na Cirurgia Buco-maxilo-facial, Periodontia e
Implantodontia, especialmente no que diz respeito a sua utilizagio para melhorar a
incorporagao de enxertos autégenos. O gel de plaquetas permite que os enxertos
particulados possam ser adaptados e mantidos no leito receptor, sem o risco de
extrusao facilitando, assim, as reconstrucdes mandibulares, os reparos de fissuras
e fistulas buconasais ou sinusais e reconstrugées necessarias a colocagao de
implantes (WHITMAN; BERRY, 1998).

O PRP contém um numero de fatores de crescimento/citocinas que podem
ajudar a acelerar a maturagao do enxerto 6sseo. A bioquimica do tecido receptor e
do préprio enxerto é altamente intrigante. Porém, atualmente, estudos e
experiéncias com o PRP adicionado ao enxerto tém mostrado consolidagao do
enxerto na metade do tempo, além de incremento de 15 a 30% na densidade do
osso trabecular (MARX et al., 1998). A liberagéo de citocinas que funcionam como
fatores de crescimento melhora o processo de reparo ao redor do enxerto,
intensificando o seu aproveitamento (YAMAZAKI et al., 2004). A esses fatores, tem

sido atribuida a capacidade de aumentar a densidade e quantidade de osso ao

redor de implantes (BECKER et al., 1992).
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O PDGF parece ser o primeiro fator de crescimento presente na ferida e
inicia a reparagédo dos tecidos conjuntivo e 6sseo. As atividades especificas mais
importantes do PDGF incluem mitogénese (aumento da populagdo de células,
principalmente as envolvidas na reparagao), angiogénese (mitose endotelial),
ativagao de macréfagos e origem da segunda fase dos fatores de crescimento para
O reparo continuado e regeneragdo dssea. Ha aproximadamente 0,06ng de PDGF
por milhdo de plaquetas ou cerca de 1.200 moléculas de PDGF por plaqueta,
demonstrando o grande potencial destas (ROSSI JUNIOR; LEMOS; PiSPICO,
2001).

A teoria € que essas propriedades aumentam a quantidade inicial de PDGF,
0 que propicia uma maior atividade da célula osseocompetente de forma mais
completa do que quando ocorre no enxerto e no meio do coagulo apenas. Além
disto, acredita-se que o aumento da rede de fibrina criado pelo PRP aumenta a
osseo-indugao do inicio ao fim da consolidagao do enxerto. As proteinas TGF-B1 e
B2 sao os fatores de crescimento mais protéicos envolvidos com o reparo do tecido
conjuntivo em geral e regeneragao 6ssea. Os TGF-B representam um mecanismo
que mantém o modulo de regeneragéo 6ssea e a reparagdo em longo prazo e, com
o tempo, se transformam em um fator de remodelagdo Ossea. A fungdo mais
importante do TGF-B1 e P2 parece ser a quimiotaxia e a mitogénese dos
precursores de osteoblastos e sua habilidade para estimular a deposigao de matriz
de colageno e 6ssea na reparagéo da ferida e do osso (MARX et al, 1998). Além
disto, as duas proteinas TGF inibem a formagao de osteoclastos e a reabsor¢ao
dssea e, assim, favorecem mais a formagéo do que a reabsorgdo 6ssea por dois
mecanismos diferentes (DIAS; BARROS; ANDRADE, 2002).

Um modelo razoavel tem sido desenvolvido para a regeneragao 6ssea em

enxertos celulares de medula esponjosa baseado em trabalhos anteriores e em
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conhecimentos recentes. Este modelo também aponta para dois fatores
fundamentais que influenciam a regeneragso 6ssea normalmente e mostram, como
as quantidades aumentadas de cada um, fornecidas pelo PRP, produzem maior
rapidez de formagéo dssea e quantidade maior de osso. A ampliagao da influéncia
do PDGF e do TGF-B pela técnica de sequestro e concentragcao de plaquetas no
PRP & vista como ferramenta disponivel e pratica para aumentar a taxa de
formagéo dssea e a quantidade de osso formado.

Varios pesquisadores mostraram, no homem, grandes ou pequenas
vantagens na associagdo do PRP com outros materiais de enxertia, principalmente
0 osso autégeno (CHAGAS; OLIVEIRA; DE BORTOLI JUNIOR, 2004; MAZOR et
al., 2004, OYAMA et al, 2004; THOR, 2002). No entanto, em animais de
experimentagao como carneiros e porcos, os resultados nao foram convincentes
(FURST et al., 2003; GRAGEDA et al., 2005; JACKSE et al., 2003; WILTFANG et
al., 2003; WILTFANG et al, 2004), a nao ser no sentido de acelerar a
osseointegragao (ZECHNER et al., 2003).

Como o objetivo de nossa pesquisa foi avaliar a agédo isolada do PRP e PPP
na reparagéo 6ssea em humanos, limitar-nos-emos a analisar somente os trabalhos
congéneres.

Anitua (1999), utilizando um protocolo de obtengado de PRGF (plasma rico em
fatores de crescimento), avaliou o processo de reparai;éo de feridas cirurgicas
produzidas por exodontias em 20 pacientes e destinadas a colocagdo de implantes.
Foram utilizados dois grupos de estudo, nos quais dez pacientes designados
casualmente fizeram parte do grupo experimental em que os alveolos foram
preenchidos com PRGF. Em cinco, o PRGF foi misturado com osso autégeno. Nos
sitios-controle o PRGF nao foi utilizado. Biopsias foram realizadas apos dez e 16

semanas para andlise histolégica que permitiu constatar que em todos os casos a
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epitelizagéo foi completa e significativamente methor que nas areas nao tratadas
com PRGF. Entre os pacientes que tiveram areas tratadas com PRGF, oito
mostraram amadurecimento do osso compacto, com trabéculas bem organizadas e
morfologia normal. Os outros dois tratados com PRGF apresentaram tecido
conjuntivo com trabéculas ndo organizadas. No grupo-controle observou-se uma
situagdo homogénea, com presenca de tecido conjuntivo contendo trabéculas
Osseas. Em nenhum caso ocorreu amadurecimento 6sseo. O grau de organizac&o
trabecular foi significativamente diferente entre as amostras teciduais coletadas na
102 e na 162 semana.

Fontana et al. (2004) avaliaram os efeitos do PRP sobre a resposta do 0sso
perimplantario em ratos Wistar, constatando que a quantidade de osso recém-
formado no grupo teste (com PRP) foi significativamente maior que no controle.

Quanto a agdo do PPP no reparo ésseo, ndo nos foi possivel encontrar

nenhum trabalho na literatura.

3.5. Protocolos de obtengdo do PRP e do PPP

Os protocolos para obtengédo do PRP variam basicamente no numero e tempos
de centrifugacdo e na forga gravitacional desenvolvida pela centrifuga, que é
diretamente proporcional ao raio da centrifuga utilizada e as rotagées por minuto. A
féormula adotada é FCR = 0,00001118 x R x N? sendo FCR a forga centrifuga
relativa medida em gravidade (G), R o raio da centrifuga e N o nimero de rotagdes.

Aplicando essa férmula podemos utilizar qualquer centrifuga e adapta-la a qualquer

protocolo.

No entanto, na literatura encontramos um numero muito grande de variagdes

que dificultam sobremaneira a opgao pela metodologia mais adequada:



* Anitua (1999) — uma centrifugagao a 160G por 6 min.:

» Landesberg; Roy; Glickman (2000) - duas centrifugag¢des a 200G por 10
min.;

 Sonnleitner et al. (2000) — dupla centrifugagéo: 120G por 20 min. e 400G por
15 min,;

» Rossi Junior; Lemos; Pispico (2001) — uma centrifugagéo a 750 rpm por 10
min.;

e Jahn (2002) - dupla centrifugacéo: 200G por 10 min. e 200G por 15 min.;

e Gonshor (2002) — dupla centrifugacdo na centriqua Ace®: 160G por 10 min.
e 400G por 10 min,;

o Efeoglu; Argay, Ertirk (2004) — dupla centrifugagdo: 300G por 10 min. e
5.000G por 5 min;

e Weibrich (2005) — dupla centrifugacao: 3.000 rpm por 3,65 min. e 3.000 rpm

por 13 min.

3.6. Coagulagio do PRP e do PPP (formagéo do gel)

A separacgdo dos componentes do sangue sO € possivel com o sangue em
estado liguido, obtido pela adigdo de um anticoagulante. No entanto, para que
possamos utilizar o PRP em procedimentos clinicos, se faz necessario promover
sua coagulacgéo, transformando-o em gel (MARX, 1999). Para isso, encontramos na
literatura varios protocolos tais como associagao de cloreto de calcio com trombina
bovina (MARX et al., 1998), Botropase® (VERCELOTTI; RUSSO; GIANOTI, 2002),
a formulagdo ITA® (LANDESBERRG; ROY; GLICKMAN, 2000) ou apenas o cloreto

de calcio, com ou sem controle de temperatura (ANITUA, 1999).
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A utilizagao de cloreto de calcio e trombina bovina para ativar a coagulagio
do PRP & defendida por varios autores (GONSHOR, 2002:; MARX et al., 1998;
WHITMAN et al., 1997). O procedimento consiste na adicao, ao PRP, de cloreto de
calcio a 10%, na proporgéo de 1:8 e dez mil unidades de trombina bovina (MARX,
1999), ou de 1:10 e cinco mil unidades de trombina bovina (GONSHOR, 2002). O
cloreto de calcio é utilizado para neutralizar o efeito anticoagulante do citrato de
sodio e a trombina bovina inicia a cascata de coagulagao.

A utilizagéo da trombina bovina foi criticada por Ortel et al. (1994) e Sara et
al. (1994), por ser imunogénica e induzir a formagao de anticorpos para os fatores
de coagulagédo V, VIl e a prépria trombina humana, propiciando o aparecimento de
hemorragia. Além do mais, esse fenémeno nao parece ser dose-dependente.
Assim, outro agente geleificante, o acido etilenodiaminotetracético, foi sugerido
como alternativa para a trombina bovina na geleificagédo do PRP. O gel resultante
da adicdo deste composto foi semelhante em quantidade e consisténcia ao obtido
com a adicido de trombina, embora a retragéo inicial tenha sido mais rapida no
segundo preparo (LANDESBERG; MOSES; KARPATKIN, 1998). Em fungdo dos
riscos associados a utilizagdo da trombina xendgena, tem-se preterido a utilizagao
desta a simples adi¢ao do cloreto de calcio. Esta metodologia permite que o gel de
plaquetas seja obtido em tempo adequado e numa consisténcia final ideal que
permita a sua manipulagdo, com maior seguranca imunologica.

No entanto, segundo Marx (2004), a trombina bovina usada como
hemostatico em cirurgias ortopédicas e neuroldgicas raramente provoca
sangramento, pois menos de 20 casos desse evento foram relatados em mais de
dez milhées de cirurgias. Isso ndo ocorreu pela formagao de um anticorpo contra a
trombina bovina, mas sim um anticorpo contra o fator bovino “V a’, um

contaminante do processo de preparagéo da trombina. Desde 1997, a trombina
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bovina Gentrac® tem reduzido a contaminago da trombina bovina com o fator “V
a" de niveis de 50mg/ml para 0,2mg/ml. Além disso, a trombina bovina usada como
hemostatico & aplicada em altas doses (maiores que dez mil unidades) e
diretamente sobre a ferida, o0 que nao ocorre com a utilizada no PRP.

Em fung&o da literatura controversa a respeito da trombina bovina e até em
funcdo do custo, muitos autores utilizam apenas o cloreto de calcio para reverter o
efeito anticoagulante do citrato de sodio. Anitua (1999) e Sonnleitner et al. (2000)
defendem protocolos que utilizam apenas o cloreto de calcio a 10% na
concentragao de 50ul de CaCl, a 10% para 1cc de PRP. A realizacdo do
procedimento a uma temperatura de 37°C acelera a formacdo do gel. Com a
trombina bovina o processo dura em torno de dois a trés minutos, enquanto que
com uso apenas do cloreto de calcio, 0 tempo necessario € de dez a 20 minutos.
Além da temperatura, a adicdo de pequena quantidade de sangue total também

pode acelerar o processo (MARX; GARG, 2002).
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4. MATERIAIS E METODO

4.1. Atendimento aos principios da Bioética

Esta pesquisa obedeceu as normas preconizadas pela Resolugao 196/96 do
Conselho Nacional de Salde/MS sobre diretrizes e normas reguladoras de
pesquisa envolvendo seres humanos e também a Declaragdo de Helsinque, tendo
sido aprovada pela Comissdo de Etica da Universidade de Santo Amaro, UNISA,
Parecer 167/2004 (ANEXO 1).

A pesquisa foi prospectiva, comparativa, controlada e randomizada. Suas
fases clinicas (cirurgias, acompanhamento pés-operatério e avaliagbes clinicas)
foram executadas em pacientes atendidos nas clinicas do Curso de Mestrado em
Implantodontia da UNISA. Apos a avaliagdo dos pacientes, lhes foram fornecidas
informacgdes detalhadas a respeito dos procedimentos que seriam realizados (Carta
de Informacéo - ANEXO 2) e a respeito do termo de consentimento (ANEXO 3). Os

dados da anamnese foram colocados em uma ficha (ANEXO 4).

4.2. Selegao dos pacientes

Foram selecionados sete pacientes de ambos os sexos e com idades entre 20 e
65 anos, totalizando 33 alvéolos (Tabela 1), de acordo com os seguintes critérios:

1°. indicagdo de extragao de trés, seis ou nove dentes superiores ou inferiores
na mesma arcada, com indicagéo de posterior reabilitagdo com implantes;

2° entendimento do propésito da pesquisa e aceitagio de assinar o termo de

consentimento;
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3° auséncia de infeccdes nas mucosas préximas ao local da extragédo e de
outras patologias infecciosas como gengivite e periodontite;

4°. auséncia de discrasias sanguineas, uso de anticoagulantes, antiagregantes
plaquetarios e antinflamatérios, e de patologias sistémicas que pudessem contra
indicar o tratamento proposto.

Para atender aos dois ultimos quesitos os candidatos foram submetidos a
avaliagao por anamnese geral e especifica e por exames pré-operatorios que
consistiram em hemograma completo, coagulograma e glicemia. Além disso, foram
submetidos a tomada de radiografias panoramica e periapicais. Os pacientes foram
orientados a nao fazerem uso de nenhum medicamento sem que o pesquisador
fosse informado.

Por outro lado, os critérios de exclusdo adotados foram:

1°. auséncia de entendimento dos fatores de inclusdo acima mencionados;

2°. desisténcia, abandono ou falta de colaboragao;

3°. ocorréncia de gravidez até o momento da remogéo do material a ser

examinado histologicamente;

4°. ocorréncia de qualquer estado de enfermidade que impedisse a

continuidade do estudo.
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Tabela 1 — Relag&o dos dentes com necessidade de exodontia em cada paciente.

NOME DO PACIENTE DENTES
J.C. 34, 37, 43
11, 22, 27

12, 21, 26

R. M.S. 13, 14, 23
M.S.S. 24, 26, 27
A C. 22, 24, 25
37, 46, 42

B.R. M. 13,17, 23
RN 23, 24, 25
44, 45, 46

21,17, 27

Desta forma, a amostra foi constituida por 33 alvéolos (n=33), sendo 22
usados como testes (11 preenchidos com PRP e 11 com PPP) e 11 como controles
(preenchidos naturalmente com coagulo sangliineo). A escolha dos alvéolos foi
determinada por sorteio, sendo estabelecido que o do meio sempre seria o controle,

o0 que estivesse a sua direita receberia o PPP e, o que estivesse a esquerda, o PRP

(Tabela 2).
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Tabela 2 - Relagdo dos alvéolos preenchidos com PRP ou com PPP ou com

coagulo sanguineo (controle).

_ Coagulo

Caso Paciente PRP PPP sanguineo
(controle)

1 J.C. 37 43 34

2 27 11 22

3 26 12 21

4 R.M. S 23 13 14

5 M.S. S 27 24 26

6 A.C. 25 22 24

7 37 46 42

8 B.R. M. 23 17 13

9 R. N. 44 46 45

10 27 17 21

11 25 23 24

4.3. Padronizagdo da metodologia

Inicialmente foi realizada a verificagdo da eficacia da técnica utilizada na
obtengao do PRP. Para isso, foi coletado sangue de quatro pacientes e realizada a
contagem de plaquetas do sangue total, do PRP e do PPP pela técnica
padronizada por Gonshor (2002) para a centrifuga ACE®'. Para verificar a
viabilidade das plaquetas foi realizadd um esfregago em lamina de microscopia, que
recebeu coloracao por hematoxilina-eosina (HE).

Ainda para a padronizagéo da metodologia, foi selecionado um paciente que
apresentava os mesmos requisitos para a selegéo dos pacientes-teste. Nos dois
meses que antecederam o inicio da fase cirirgica, esse paciente foi submetido aos

mesmos procedimentos realizados nos participantes efetivos, mas os resultados

nele observados nao foram inseridos no trabalho, tendo sua importancia na

padronizagdo da metodologia por nés adotada.

' Ace Surgical Suply and Surgical Science, USA



4.4. Tecnica utilizada para obtengio do PRP e PPP

Para a coleta do sangue foram utilizados quatro tubos de vidro siliconizados
Vacutainer® contendo o anticoagulante citrato de sddio a 3,8% (Figura 1). O citrato
de sodic capta os ions célcio que se encontram no sangue e os neutralizam,
formando um composto quimico chamado quelato que impede a coagulagédo do
sangue. Alem disso, ndo altera os receptores contidos na membrana das plaguetas,

permitindo a reversdo do processo quando se adiciona o cloreto de calcio.

Figura 1 - Tubos com citrato de sddio para a coleta do sangue.

A coleta das amostras de sangue foi realizada apdés o paciente ser
posicionado na cadeira cirirgica, a limpeza do brago com agua e sabdo e a

assepsia com alcool etilico a 70%. O sangue foi coletado de forma mais

? Becton Dickinson, USA
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atraumatica possivel de uma veia calibrosa da face cubital do antebrago (veia
basilica ou cefalica) e recolhido em quatro tubos de Vacultainer 10ml (Figura 2). Os
tubos foram homogeneizados manualmente para que todo o contetido entrasse em
contato com o citrato de sddio. Os tubos contendo o sangue anticoagulado foram
colocados em uma centrifuga Ace® (Figura 3) operada a 160G por dez minutos
para que o sangue se separasse, em funcao da densidade, em trés componentes
basicos (do menos denso para o mais denso): o PPP, o PRP e os glébulos
vermelhos. Segundo Marx e Garg (1998), 1,0 a 3,0ml da parte superior do extrato
de glébulos vermelhos contém plaguetas maiores e mais recentemente produzidas
e leucocitos (buffy-coat), portanto, esta parte foi incluida no PRP. Com o auxilio de
uma seringa de 5ml e uma agulha de 63mm, o PPP (Figura 4), o PRP (Figura 5) e 0
buffy-coat (Figura 6) foram aspirados e colocados em Vacutainer vazios (Figura 7) a
seguir centrifugados, de forma balanceada, a 400G por dez minutos (Figura 8),
procedimento este que promoveu a separagdo dos componentes em dois grupos,

sendo os dois tergos superiores formados pelo PPP e o tergo inferior pelo PRP.

Figura 2 - Coleta do sangue.



Figura 3 - Primeira centrifugagéo.

Figura 4 - Separag&o do plasma pobre em plaguetas.

FPP
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Figura 5 - Separag&o do plasma rico em plaquetas.

Figura 6 - Separagao de leucocitos plaquetas jovens (buffy-coat).

buffy-coat
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Figura 8 - Segunda centrifugacao.

41
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O PPP e o PRP s&o entéo aspirados (Figura 9) e colocados separadamente
em placas de Petri. Para iniciar o processo de coagulagdo, do volume de PRP e
PPP produzidos, foram acrescentados cloreto de calcio a 10% na proporgao de

1:10 e 5000 unidades de trombina bovina (Figuras 10 e 11).

PPP

PRP

laquetas (PPP).

Figura 10 — Gel de plasma pobre em p
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» PRP

Figura 11 - Gel de plasma rico em plaquetas (PRP).
4.5. Atos cirurgicos

Depois de selecionados os casos (Figura 12), as cirurgias foram realizadas
seguindo padrbes rigorosos de biosseguranca. A antissepsia da cavidade bucal foi
realizada com solugao de digluconato de clorexidina a 0,12%° e a extrabucal com
solucdo de clorexidina a 2%?* ap6s as quais foram colocados campos cirlirgicos
estéreis. A anestesia local foi realizada utilizando-se mepivacaina a 2% com
levonordefrin®, devido ao seu rapido inicio de agdo e grande poder de difusdo nos
tecidos. A técnica cirtrgica incluiu um retalho mucoperiésteo com duas incisdes
relaxantes no lado vestibular do rebordo alveolar, adjacentes aos locais das

exodontias. A opcdo por este tipo de incisao teve como objetivo melhorar a

® Periogard, Colgate Palmolive, Sdo Bernardo do Campo — Brasil.

4 Farmavale, Lorena — Brasil.
) DFL, Rio de Janeiro — Brasil.
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visibilidade do campo operatério, mas principalmente garantir o fechamento total da
ferida cirdrgica, proporcionando uma reparacdo por primeira intengdo. As
exodontias foram realizadas por via alveolar, utilizando preferencialmente um
forceps apropriado para cada grupo de dentes e os alvéolos foram rigorosamente
curetados com o objetivo de remover as fibras remanescentes do ligamento
periodontal. Em seguida, os alvéolos-teste foram preenchidos com PPP (Figura 13)
ou PRP (Figura 14) até a margem da crista 6ssea e as feridas foram suturadas com
fio de seda 0000° (Figura 15). Os alvéolos-controle foram preenchidos naturalmente

por coagulo sangiiineo e também suturados de forma semelhante aos alveolos-

teste.

Figura 12 - Caso clinico.

¢ Ethicon®, Johnson&Johnson, S&o José dos Campos, Brasil.



Figura 14 - PRP inserido no alvéolo apos a exodontia.

PPP

PRP
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Figura 15 - Suturas.

4.6. Coleta de material 6sseo para biopsia

Para testar se o PRP e o PPP seriam capazes de intensificar o processo
de regeneracdo Ossea, foi necessario escolher um tempo para realizacdo das
bibpsias que antecedesse o tempo de reparacao fisioldgica e que proporcionasse
osso regenerado. Assim, a coleta dos materiais para analise histologica foi
realizada 28 dias apds a cirurgia, pelo mesmo cirurgido que executou as
exodontias, utilizando broca trefina Swede/De Bortoli” com 3,5mm de diametro para
remover um bloco de, em média, 8,0mm de profundidade no centro da area tratada
(Figura 17). Para garantir essa homogenizagéo, foram usadas guias cirlrgicas

confeccionadas antes das exodontias com acrilico transparente, que serviram de

7 Swede/ De Bortoli, Sao Paulo, Brasil.
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orientagdo no momento da abertura para coleta dos blocos 6sseos, bem como na
colocacdo dos implantes (Figura 16). As amostras 6sseas coletadas foram fixadas

em solugdo de Boin e enviadas para o processamento histoldgico (Figura 18).

Figura 16 - Guia cirlrgico.

Figura 17 - Remogao do espécime 0sseo.
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Figura 18 - Espécime dsseo fixado em solugao de Boin.

Apos a coleta dos espécimes e, quando possivel, aproveitando as
perfuragbes realizadas pela broca trefina, foram realizadas as insercbes de
implantes osseointegraveis ACE®, com superficie tratada, escolhidos de acordo
com a gquantidade de osso disponivel em cada area. A estabilidade primaria dos

implantes foi alcangada na regiao apical dos alvéolos originais.

4.7. Analise histologica

Apos terem permanecido dois dias imersos em solugdo de Boin, os

fragmentos Gsseos foram colocados em solugdo desmineralizadora de EDTA a

10% tamponado, por aproximadamente quatro semanas. O controle da

desmineralizacgo foi feito pela técnica do estilete. Posteriormente a

desmineralizacdo, as amostras foram preparadas para estudos histologicos,

procedendo-se a inclusdo do material conforme as etapas abaixo:



49

a) desidratagso: executada em séries crescentes de alcool (70%, 80%, 90%.

95%, absoluto |, absoluto I, absoluto 1, cbm um tempo de 30 minutos em cada

banho;

b) diafanizacao: procedida em trés banhos de xilol, com duracdo de 15
minutos cada;

¢) infiltragdo: foram realizados trés banhos em parafina a 600°C, com
duragdo de 20 minutos cada. Apés o ;'Jltimovo material foi incluido ém parafina.

Em seguida, os blocos de parafina foram Iévado§ ao micrétomo, para se
obter cortes transversais sériados com 6pm de espessura. Os cortes foram fixados
em laminas de vidro, mantidos em estufa por trés horas e corados com HE.

Todas as amostras previamente codificadas (Tabela 2) e sem identificagéo do
grupo a que pertenciam, foram enviadas para :anélise no Laboratério de Patologia
Ossea do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da USP e analisadas,
com o uso de microscépio éptico Nikon®, por um mesmo histopatologista (ANEXO
5).

Para essa analise foram intréduzidas pequenas modificagées nos
parametros de reparo alveo!é,r inici‘élm.ente pkopéstos p.or Amler (1969), Boyne
(1966) e Ohta (1993) segundo a preé‘éng;a e caracterfsticaé da angiogénese, matriz
organica, células osteoblasticas, estrutura fibro.blés.,tica, nucleos de mineralizagao e
presenca de osso neoformado. Assim, para que pudéssemos comparar os graus de
reparo nos grupos-teste e controle, utilizamos os parametros de reparagao dssea
baseados no estudo de Marx et al. (1998):

a) o grau de neovascularizagéo (atividade angiogénica) no tecido 6sseo, que

reflete o quanto a regi&o foi estimulada pelos fathes de crescimento presentes nas

plaguetas, como O PDGF = (estimula a mitose de células vasculares e a
q , . |

® Nikon Eclipse E 200, Japdo
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angiogénese) e o EGF (age diretamente no endotélio vascular). Dessa forma, o
especime que apresentasse maior g.rau cfé_ neovascularizacio, apresentaria maior
nivel de reparacgéao; '

b) o grau de fibrose em que o te.fcido se-encontrava. Como a fibrose é um
tecido conjuntivo que antecede o tecido o'steéide',h quanto maior a fibrose constatada
no espécime, maior o grau de reparagéo;' :

c) a atividade de osteoblastos e osteoclastos, que talvez seja o parametro
mais adequado para a avaliagdo da reparagdo ‘ossea em 28 dias. O nivel de
atividade reflete diretamente o grau de formacéo 6ssea, pois € a partir da quarta
semana que se inicia o ciclo de reabéorgéo e reposigdo éssea. Além disso, esse
parametro € um indicativo de étividade de PDGF, T_GF-B, e IGF-B1e 2;

d) a presenga ou auséncia de 6530_- imaturo e osso lamelar. A presenga de
osso imaturo (organizado em finas trabéculas) no alvéolo 28 dias apés uma
exodontia indica que a reparagao ésséa esta em um estagio avangado. A presenga
de osso lamelar indica um tecido em um nivel de reparagido Ossea ainda mais

adiantado.

Nessa analise foram atribuidos escores de zero a trés para quantificar os

parametros analisados acima descritos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Esco tribui 5
res atribuidos aos parametros (neovascularizagao, fibrose,

atividade de osteoblastos e osteoclastos) utilizados na verificagdo do reparo 6sseo

em 28 dias.
Escores Parametro
0 Ausente
1 ' Discreto
2 Moderado
3. | Acentuado

4.8. Analise estatistica

Apos a atribuicdo dos diferentes escores aos parametros utilizados na

andlise histologica esses dados foram submetidos a um tratamento estatistico

especifico com o auxilio do Software BioEstat 2.0. Inicialmente os dados foram

testados quanto & caracteristica de distribui¢ao amostral e entao foi selecionado o

teste apropriado. Para a avaliagao dos parametros neovascularizagao, fibrose e

atividade de osteoblastos e osteoclastos constatados em todos 0s alvéolos,

independentemente do seu preenchimento, como 0s valores numeéricos indicaram

Analise de Variancia

caracteristicas de normalidade, foram gphcados os testes

(ANOVA) e t de Student ou Newman-Keuls, com significancia estatistica de 95%

(p<0,05). A avaliagao da presen¢a de osso imaturo e lamelar foi realizada pelo teste
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Kruskal-wallis S '
, também com 95% ‘de _confiabilidade, por apresentarem

caracteristicas ndo-paramétricas de distribuigcdo amostral
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5. RESULTADOS

5.1. Contagem de plaquetas no sangue, PRP e PPP

Na Tabela 4 encontram-se Os resultados da contagem de plaquetas
procedida no sangue, no PRP e no PPP dos quatro pacientes aleatoriamente
escolhidos previamente ao inicio da pesquisa, para que pudéssemos, antes de
passar a execucio efetiva do experimento, padronizar a metodologia de confecgéo

do PRP e PPP conforme o protocolo estabelecido por Gonshor (2002).

Tabela 4 - Contagem de plaquetas no sangue,” no PRP e no PPP de quatro
pacientes aleatoriamente escolhidos, com a finalidade de padronizar previamente a

metodologia de obtengéo do PRP e do PPP.

Numero de Numero de Numero de
Paciente plaquetas por mm® 1| plaquetas por mm® | plaquetas por mm?®
do sangue total ‘ do PRP do PPP
1 144.000 - . ) 676.000 69.000
2 1 95.000 I 394.000 36.000
3 132.00‘0 666.000 ’ 58.000
4 114.000 . | 599.000 ~49.000

Na Figura 19 esta a comprovagao da integridade das plaquetas do PRP em

esfregacos em laminas de microscopia corados por hematoxilina-eosina (HE).
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Figura 19 - Esfregaco do PRP, corado por HE, utilizado na padronizagdo para

atestar a integridade das plaquetas apos as duas centrifugacdes (200X).

5.2. Analise histolégica

Na analise histolégica dos espécimes o0sseos cilindricos removidos dos
alvéolos foram estudadas as caracteristicas da regido central do osso alveolar por
varredura microscopica longitudinal, segundo os parametros de analise do reparo
6sseo por nos adotados: grau de neovascularizagao (atividade angiogénica), grau

de fibrose, atividade de osteoblastos e osteoclastos e a presencga de osso imaturo e

lamelar (Figuras 20 a 24).
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Figura 20 — Neovascularizagdo (N) em grau discreto (escore 1) constatada em 28

dias na amostra 6ssea de alvéolo preenchido com PPP (caso 3) (coloragado HE,

200X).

v
=

Figura 21 — Neovascularizagao (N) em grau acentuado (escore 8) gonsiaiada em

28 dias na amostra ossea de alvéolo preenchido com PRP (caso 9) (coloragao HE,

200X).
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Figura 22 — Auséncia de fibrose (escore 0) constatada em 28 dias na amostra
ossea do alvéolo-controle preenchido com coagulo sangiineo (caso 3) (coloragdo

HE, 100X).

Yoy

-

constatado em 28 dias na

(F) em grau acentuado (escore 3)
lvéolo preenchido com PRP (caso 9) (coloragéo HE, 100X).

Figura 23 — Fibrose

amostra 6ssea de a
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N " r .t O W r
Figura 24 —Presenga de osso imaturo (Ol) constatados em 28 dias na amostra

0ssea de alvéolo preenchido com PRP (caso 9) (coloracdao HE, 200X).

Um importante detalhe a ser realgcado é que em nenhum dos casos foi

observada a formagado de osso lamelar (Tabelas 5 a 12).
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No caso 1 (Tabela 5), os al\.iéol‘os preenchidos com PRP apresentaram
maiores atividades angioblastica e de ’Qstedblastos e osteoclastos. O grau de
fibrose foi equivalente ao encontrado nos alvéolos que haviam sido preenchidos por
PPP e pelo coagulo sanguiineo.

Tabela 5 — Resultados da andlise dos 'critérios empregados na verificagdo da

reparagao éssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 1.

Escores atribuidos
aos alvéolos Coagulo
reenchidos. PlRP n e : | PPP_ -' sangiiineo
com : | (controle)
Parametros )
Neovascularizagao 2 - .: oo | 1
Fibrose 1 o 1
Atividade de
osteoblastos e 2 o - 1 , 1
osteoclastos
Osso imaturo - Pre_:sént'e ) Presénte ~ Presente
Osso lamelar Aﬁsente - Au'sent"e Ausente
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No caso 2 (Tabela 6), os alvéolos tratados eom PRP mostraram uma
atividade angioblastica semelhante a verificada nos outros dois grupos e uma
fibrose maior que a resultante do uso do PPP e semelhante ao controle. A atividade

de osteoblastos e osteoclastos. foi maior que a observada nos outros. Os trés

alvéolos apresentaram osso imaturo.

Tabela 6 - Resultados da analise dos critérios empregados na verificagdo da

reparagdo ossea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 2.

Escores atribuidos
aos alvéolos . ‘ Codgulo
reenchidos PRP : PP sangtiineo
o | (controle)
Paradmetros
Neovascularizagao 2 ; ;. 2 2
Fibrose 2 o 2
Atividade de |
osteoblastos e 2 1 1
osteoclastos
Osso imaturo Presente . ' Presepte Presente
Osso lamelar Ausente HE Ausente . Ausente

L,
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No caso 3 (Tabela 7), o PRP promoveu uma atividade angioblastica
acentuada, ao contrario da discreta promovida pelo PPP e pelo coagulo. A fibrose
foi moderada e ausente nos demais alvéolos e avatividade de osteoblastos e
osteoclastos foi maior que a constatada nos alvéolos-controle e nos preenchidos

com PPP. Apenas o alvéolo com PRP apresentou osso imaturo.

Tabela 7 - Resultados da andlise dos critérios empregados na verificagio da

reparacao 6ssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 3.

Escores atribuidos

aos alvéolos Coagulo
reenchidos PRP ' PPP sanglineo
com (controle)
Parametros
3 1 1

Neovascularizagao

Fibrose 2 ) 0 0
Atividade de
osteoblastos e 2 1 1
osteoclastos |
Osso imaturo Presente . Ausente - Ausente
Ausenté Ausente Ausente

Osso lamelar
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No caso 4 (tabela 8), o PRP induziu uma atividade angioblastica acentuada,

nao observada nos outros alvéolos, uma fibrose moderada em comparacao com os

demais e uma atividade de osteoblastos € osteoclastos que, embora discreta, foi

malor que nos outros alvéolos. Apenas o alvéolo com PRP apresentou formagao de

0SS0 imaturo.

Tabela 8 - Resultados da analise dos critérios empregados na verificagdo da

reparacao ossea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 4.

Escores atribuidos
aos alvéolos ] Codgulo
reenchidos PRP PPP sangliineo
o (controle)
Parametros
Neovascularizagao 3 0 0
Fibrose 2 ’ 0 0
Atividade de
osteoblastos e 1 0 0
osteoclastos
Osso imaturo Presente Ausente Ausente
Osso lamelar Ausente Ausente | Ausente




No caso 5 (

angioblastica acentuada. Nos preenchidos com PPP e no controle a fibrose e a

atividade de osteoblastos e osteoclastos foram maiores que nos que receberam

Tabela 9), em todos os ah}éolos foi observada uma atividade

PRP. Em todos os alvéolos constatou-se a presenca de osso imaturo.

Tabela 9 - Resultados da analise dos critérios empregados na verificagcdo da

reparagao ossea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 5.

Escores atribuidos

aos alvéolos

Coagulo
reenchidos PRP PPP sangliineo
u (controle)
Parametros
Neovascularizagao 3 3 3
Fibrose 2 3 3
Atividade de
osteoblastos e 1 2 2
osteoclastos
Osso imaturo Presente Presente Presente
Ausente Ausente Ausente

Osso lamelar




No caso 6 (Tabela 10), os alvéolos que receberam PRP apresentaram
acentuada atividade angiobi_ésticé, que fol moderada nos outros alvéolos. A fibrose
mostrou-se moderada em todos os alvéolos e a atividade de osteoblastos e
osteoclastos foi maior nos que receberam PRP. Os alvéolos preenchidos com PRP

e coagulo sangliineo apresentaram osso imaturo.

Tabela 10 - Resultados da analise dos critérios empregados na verificagdo da

reparacao éssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 6.

Escores atribuidos
aos alvéolos Coagulo
reenchidos PRP PPP sangliines
y & (controle)
’ Parametros
5}",
: Neovascularizacao 3 2 2
Fibrose 2 2 2
Atividade de
osteoblastos e 3 N 1 1
osteoclastos
Osso imaturo Presente Ausente Presente
Osso lamelar Ausente Ausente Ausente
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Nos alveolos do caso 7 (Tabela 11) preenchidos com PRP, observou-se
discreta atividade angioblastica, que foi moderada nos outros grupos, uma fibrose
acentuada e uma maior atividade de osteoblastos e osteoclastos. Apenas os que

receberam o PRP apresentaram osso imaturo.

Tabela 11- Resultados da analise dos critérios empregados na verificagdo da

reparagao 6ssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 7.

Escores atribuidos
aos alvéolos Coagulo
reenchidos PRP : PPP sangliineo
eom (controle)
Parametros
Neovascularizagédo 1 2 2
Fibrose 3 A 2 2
Atividade de
osteoblastos e 2 1 1
osteoclastos
Osso imaturo Presente Ausente Ausente
Osso lamelar | Ausente Ausente .j 7 Ausente
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No caso 8 (Tabela 12) todos os alvéolos apresentaram neovascularizagao e
fibrose discretas, e nos preenchidos com o PRP, a atividade de osteoblastos e

osteoclastos foi maior. Apenas o que recebera PRP apresentou osso imaturo.

Tabela 12- Resultados da analise dos critérios empregados na verificagdo da

reparagao 6ssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 8.

Escores atribuidos
aos alvéolos Coagulo
reenchidos PRP PPP sangliineo
com
(controle)
Parametros
Neovascularizagao 1 1 1
Fibrose 1 . 1 1
Atividade de
osteoblastos e 2 1 1
osteoclastos
Osso imaturo Presente Ausente Ausente
Osso lamelar Ausente Ausente Ausente
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No caso 9 (Tabela 13), todos os alvéolos apresentaram um elevado grau de
réparagao ossea, mas o tratado com PRP apresentou melhor neovascularizagao e

atividade de osteblastos e osteoclastos.

Tabela 13 — Resultados da analise dos critérios empregados na verificacdo da

reparacao 6ssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 9.

Escores atribuidos
aos alvéolos Coagulo
reenchidos PRP PPP sanglineo
com (controle)
Parametros
Neovascularizagao 3 2 2
Fibrose 3 ' 3 3
Atividade de
osteoblastos e .3 2 | 2
osteoclastos
Osso imaturo Presente Presente Presente
Osso lamelar Ausente Ausente Ausente




67

No caso 10 (Tabela 14), os alvéolos preenchidos com PRP mostraram
atividades angioblastica e de osteoblastos e osteoclastos superiores as detectadas

nos alveolos preenchidos com o PPP e com o coagulo sangiineo.

Tabela 14 — Resultados da analise dos critérios empregados na verificagdo da

reparacao ¢ssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 10.

Escores atribuidos
aos alveolos Coéagulo
reenchidos PRP PPP sanglineo
com (controle)
Parametros
Neovascularizagao 2 1 1
Fibrose 2 - 2 1
Atividade de
osteoblastos e 3 0 1
osteoclastos
Osso imaturo Presente Ausente Presente
Osso lamelar Ausente Ausente Ausente
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No caso 11 (Tabela 15), nos alvéolos que receberam PRP foi observado que
0s graus de neovascularizagdo e fibrose e a atividade de osteoblastos e

osteoclastos eram superiores aos constatados nos preenchidos com PPP e coagulo

sangliineo.

Tabela 15 — Resultados da andlise dos critérios empregados na verificacdo da

reparagao 6ssea ocorrida em 28 dias nos trés alvéolos do caso 11.

Escores atribuidos
aos alvéolos Coéagulo
reenchidos PRP PPP _ sanguineo
com (controle)
Parametros
Neovascularizagao 3 2 2
Fibrose 3 2 1
Atividade de
osteoblastos e 2 1 1
osteoclastos
Osso imaturo | Presente Presente Presente
Osso lamelar Ausente Ausente Ausente
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5.3. Analise estatistica

A analise estatistica mostrou que houve diferenca significativa ao se

comparar o parametro Neovascularizag¢do nos alvéolos preenchidos com PRP, com

os preenchidos com PPP e coagulo sanguineo (p=0,0255), o que n3o ocorreu

quando comparamos os preenchidos com PPP ao controle (p=1) (Figuras 25 e 26).

¥ Teste ANDYA: um cr
Arquivo  Editar

itérioll

FONTES DE VARIACAQ

Tratamentos 4903 2455
Erro 20000 0667

Média (Coluna 1) =
Média (Coluna 2) =
Media (Coluna 3) =
Teste t;

Médias (1e 2)=
Médias (1e 3)=
Meédias (2 e 3) =

Figura 25 - Quadro gerado pelo Software BioEstat 2.0, quando da comparagéo da
neovascularizacdo ocorrida em 28 dias nos alvéolos-controle (3) e nos que
receberam aplicacdo de PRP (1) e PPP (2).

NEOVASCULARIZAGAD

- T 238 o oottt TT I

257 ) o -

i i |
| 1.57 ) o

1

05+
o “PRP ppP  CONTROLE

o ibui o parametro
Fi 26 Distribuicido média dos escores atribuidos ao p
igura — Dis

2 idos com PRP, PPP
neovascularizacdo observado em 28 dias nos alveolos preenchidos

e coagulo sangiiineo (controle).



70

Em relagdo ao parametro fibrose, ndo houve diferenca significativa quando

foram comparados os alvéolos preenchidos com PRP, PPP e coagulo sangiiineo

(p=0,2233) (Figuras 27 e 28).

¥ Teste ANDVA: um critériol
Arquivo  Editar

FONTES DE VARIACAO| GL | sa

Qi
Tratamentos 2970 1.485
Erro 30 28364 0946
F=| 15705
(p) =t 0 2233

Figura 27 - Quadro gerado pelo Software BioEstat 2.0, quando da comparagao da

fibrose constatada em 28 dias nos alveolos-controle (3) e nos preenchidos com
PRP (1) e PPP (2).

FIBROSE

2.5_,” B 2.09

os ao parametro fibrose

L i cores atribuid
Figura 28 - Distribuicao media dos €5 PRP, PPP € coagulo

. idos com
observado em 28 dias nos alvéolos preench

sanglineo (controle).
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Na avaliagdo da atividade de osteoblastos e osteoclastos, os alvéolos
preenchidos com PRP apresentaram diferenca significativa, quando comparados
aos preenchidos com PPP e coagulo sanguineo (p<0,01), sendo que estes néo
apresentaram diferenga significativa quando comparados entre si (p>0,05) (Figuras

29 e 30),

¥ Teste ANOYA: um critério|
Arquiva Editar

FONTES DE VARIACAQ

Tratamentos
Erro

F=| 10.2308

p) = 0.0006

Media (Coluna 1) = 2.0908;
Média (Coluna 2) = 1.0000

Média (Coluna 3) = 1.0909
Newman-Keuls: Q

Medias (1a 2)= 57649
Médias (1a 3)= 5.2845
Médias (2 a 3)= 0.4804

Figura 29 - Quadro gerado pelo Software BioEstat 2.0, quando da comparacéo da
atividade de osteoblastos e osteoclastos constatada em 28 dias nos alvéolos-

controle (3) e nos preenchidos com PRP (1) e PPP (2).

ATIV. OSTEOB/OSTEQC

CONTROLE

Figura 30 — Distribuicdo média dos escores obtidos atribuidos ao parametro
atividade de osteoblastos e osteoclastos observado em 28 dias nos alvéolos

preenchidos com PRP, PPP e coagulo sanglineo (controle).
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Na analise da presenga de osso imaturo nas amostras, constatou-se que

houve diferenca significativa se compararmos o PRP ao PPP (p=0,0290), mas tanto

o PRP (p=0,1456), quanto o PPP (p=0,459) nado apresentaram diferenca

significativa em relagao ao coagulo sangtiineo (Figuras 30 e 31).

¥ Teste de Kruskal-Wallis| x|
Arquivo  Editar
Resultados
H= 5
Graus de liberdade = 2
(p) Kruskal-Wallis = 0.0238
R1=| 242.0000
R2= 143.0000
R3= 176.0000
R 1 (posto médio) = 22.0000
R 2 (posto média) = 13.0000
R 3 (posto médio) = 16.0000
p(led)= 0.0250
p(l1ed)= 0.1456
p(2ed)= 0.4669

Figura 31 - Quadro gerado pelo Software BioEstat 2.0, quando da comparagao da
presenca de osso imaturo constatada em 28 dias nos alvéolos-controle (3) e nos

preenchidos com PRP (1) e PPP (2).

0SS0 IMATURC

" CONTROLE

Figura 32 — Distribuicdo média dos escores atribuidos ao parametro presenga de

osso imaturo observado em 28 dias nos alvéolos preenchidos com PRP, PPP e

coagulo sanglineo (controle).
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Como nenhuma amostra apresentou formacao de osso lamelar, nao houve

diferencga significativa em relagdo a esse parametro nos alvéolos preenchidos com

PRP, PPP e coagulo sanguineo (Figuras 33 e 34).

¥ Teste de Kruskal-ﬁﬁl_l: ;
Arguivo  Editar

Resultados

H=

(p) Kruskal-Wallis =}

Figura 33 - Quadro gerado pelo Software BioEstat 2.0, quando da comparacao da
presencga de osso lamelar constatada em 28 dias nos alvéolos-controle (3) e nos
preenchidos com PRP (1) e PPP (2).

OSSO LAMELAR

1

0

06/

8
0.4,
0,2% 0 0 0

|
J
¥

A A Ay
PRP PPP CONTROLE J

0

Figura 34 — Distribuicdo média dos escores obtidos atribuidos ao parametro
presenca de osso lamelar observado em 28 dias nos alvéolos preenchidos com

PRP, PPP e coagulo sangtineo (controle).
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6. DISCUSSAO

A perda de tecido ésseo, ém éi’tura 'e/oq e:spessura, limita ou até mesmo
contraindica a colocagdo de implantes, principalmgnte quando ocorre préxima ao
seio maxilar, fossa nasal e canal mand'ibu].ar.

A constante evolugédo da Im.plahto'dontia‘- nas L’Jltimas'.décadas tem se
estendido & busca de técnicas de gpxertia 1destinad§s'a iﬁcrementar a reparagéo do
tecido é6sseo perdido, para aumentar é qualidadé d_é oséeointegragéo.

Uma técnica muito utilizada p:ara se obt'er. volume adequado de 0sso
emprega 0sso autégeno removido de éreés inﬁra ou extrabucais. A necessidade de
enxerto de fragmento de osso extrabuca.l. impée‘ao paciente a obrigatoriedade de
hospitalizagao e aumento do custo financeiro éjdga morbidade pos-operatoria. Essas
desvantagens levaram a comunidade c'ier%fific.alaldesenvolver estudos em busca de
novos produtos capazes de promover a récupefagéo do osso alveolar perdido.

Com esse propésito, muitos_’_métér_iais surgiram.no mercado, como o
osso de origem bovina, .a hidroxiapatita,;_-fgs .c’:é'rémicas; '_'bioativas.f‘e outros. Dentre
eles, o que mais ganhou notoriedade nos Ultimos tempos foi o PRP. Porém ao
mesmo tempo em que se investiu muito no dés;envolv}mento de mlbdelos para a sua
obtencao, se deu pouca atengao ao PPP, um outro produto obtido no mesmo
processo e que geraimente é desprezado. O PPP. tem se mostrado de grande
validade em outras areas da Medicina coho Cirurgia Plastica e Neurocirurgia, em
funcdo de suas caracteristicas de pf_omover hemostasia e alto poder de
regeneracgao de tecidos moles. g :

Nosso objetivo foi estudar, pof?éxérﬁé'his‘folégico semiquantitativo, se a
adicao de PRP, que contém alta conc’éntrégéc‘)" de plaquetas- e de fatores de

e
T
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crescimento (MARX et al., 1§98)'é vantajosa n'c_) sentido de acelerar a reparagéo
Ossea em alvéolos de dentes reqém-ext‘rai_dc‘)s", notadamente ﬁos candidatos a
receberem implantes. Este modelo.'experimentél foi escolhido por apresentar uma
cronologia de processos biolégicos reparacionais bem descrita por Boyne (1966) e
Ohta et al. (1993).

Outra meta foi investigar a influéncia do PPP, um produto rico em fibrina
precursora da formagao de colageno e da reparagao tecidual que teoricamente
poderia funcionar como um arcabougo mais elaborado que o coagulo sanglineo,
acelerando assim o processo de reparagdo. 6ssea. Essa suposicdo comecou
guando no paciente utilizado na padroniivagéo da. metodblogia foram extraidos trés
dentes. Como nossa metodologia inicial previa a exodontia de dois elementos, no
terceiro alvéolo colocamos o PPP & 28 dias apés, quando removemos a amostra
para andlise histologica, notamos clinicamente que esse alvéolo apresentava maior
quantidade de osso neoformado que os preenchidos com o coagulo € o PRP. Esta
constatacéo levou-nos a inserir o PPP no nosso experimento.

Na literatura encontramos discrepéncia}s guanto ao periodo ideal para
avaliar o reparo de ossos humanos. Segundo Ohta et al. (1993), a regeneragéo
completa de um alvéolo dentario human‘o" apos exodontia, com formag:éo de osso
lamelar organizado e de trabeculas espessas ocorre entre 120 e 180 dias. Anitua
(1999) colheu material de alveolos dentals aos 70 e 102 dias. Marx et al. (1998),
para avaliar os efeitos do PRP em defelltos osseos patologicos, q:pletaram material
no tempo preconizado por Ohta et al. (1993). Kassolis; Roden e.'Reynolds (2000),
utilizando o PRP associado a enxer’ro‘é mistos em seio maxilar, obtiveram amostras
aos 120 e 168 dias. Em todos esses 'éstudos os prazos de regeneragdo ¢ssea

estavam dentro de uma expectativa normal do processo regenerativo natural
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dessas feridas ¢j |
rargi
gicas, possmlhtando -nos questlonar o real desempenho do PRP
N0 processo reparativo.

No nosso e
nte
Ndimento, avallar a atlwdade aceleradora do PRP e do
PPP no processo d
P € reparagao das fendas Osseas seria mais adequado nas fases
iniciais da reqge
generacdo. Esse racnocnnlo baseou -se. prmmpalmente na observaciao

de Boyne (1966) de que o alvéolo dentano apos a exodontia, ja esta preenchido

co .
m tecido dsseo imaturo em 28 dlas. Assim, tomando como referéncia a

cronologia de regeneragio alveolar- apés a ex‘odontia definimos, como momento
ideal para reabertura dos alvéolos dentals e coleta do material para analise
histolégica, 28 dias apos as exodontias segundas por enxerto com PRP e PPP.
Tendo em mente que o PRP agiria como intensificador do processo de regeneragao
0ssea alveolar (ANITUA, 1999) e.saben'do que o alvéolo dentario aos 28 dias
deveria estar completamente preeh‘chido com 0sso primério' (BOYNE, 1966), havia
a forte possibilidade de encontrar nesse tempo, eventos cje reparacdo em fase
inicial nos alvéolos-controle e em fase mais avangada nos alvéoiﬁos-teste. A opgao
por esse tempo de observagdo tambem se bas'eou em varios Aéutores (ANITUA,
1999: FONTANA et al., 2004; FURST e.'t al., 2003; GIANNOBILLE et al., 1994;

MARX et al., 1998; ZECHNER et al., 2003) q'ue demonstraram que os fatores de

crescimento contidos nas plaguetas s&o liberados imediatamente apés a ativagéo

plaquetaria pela adigao de cloreto de caicio e trombina bovina. Desta forma, suas
tividades indutoras ocorrem nos prinyeiros dias da reparagéo. De “acordo com Marx
ativida

(1999), dez minutos as plaquetas secretam 70% de seus fatores de crescimento
em

roximo de 100% mas smtetlzam quantidades
ados e, na primeira hora, p

mento por aproxnmadamente onto dias. até se

armazen

[
adicionais de fatores de cresc
desintegrarem. Apobs essé perlodo os fatores de crescimento sio

esvaziarem e desinte :

5fagos.
sintetizados e liberados por macrofag
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6.1. Concentragéo Plaquetaria

Para utilizacdo dos fatores de crescimento no processo de regeneragio
alveolar, foi necessaria a escolha de um protocolo para a obtengio do PRP. Marx et
al. (1998) conseguiram uma concentragéo de plaquetas em torno de 785.000,
utilizando um separador celular Electro Medics 500 Gradient Density Cell Separator
(Mectronics) a partir da coleta de 400 a 450 mi de sangue (sistema de aférese com
coleta em Banco de Sangue). K'a,ssolis;-' Roden é Reynolds (2000), utilizando
sistema de pla_smaferese, consegufram ljrha} concentracdo média. de plaquetas no
PRP de 1.163.000 apés coleta de mil a 2500 ml de sangue. Outros pesquisadores
também utilizaram a plasmaferese: (MAN; PLOSK.ER; WINLAND-BROMN, 2001
ROSENBERG; TOROSIAN, 2000) 'sem, no entanto, divulgarem os resultados da
concentracao plaquetaria no PRP. O sistema de plasmaferese exige, muitas vezes,
a ida do paciente aos hemocentros e a retirada de grandes volumes de sangue.
Protocolos simplificados estdo sendo desenvolvidos para facilitar a coleta de
sangue e a produgdo do PRP em a‘mbie_nte ambhlétorial ou no consultério. Anitua
(1999) e Sonnleitner et al. (2000) propu.s‘eram protocolos simplificados, porém, néo
divulgaram a concentragao plaquetéria,: obtida abbé a centrifugasqéo. Alterando o
o de Marx et al. proposto em 1998 (concentragao média de 785.000

protocol

plaquetas), Marx (1999) afirmou que a concentragao de plaquetas no PRP deve ser

de pelo menos um milhdo de plaquetas/ml em um.volume de Sml. Para conseguir

essa concentragdo, recomendou a técnica de centrifugagdo dupla em que a

imei executada em rotagdo severa, separa as. células sangiineas vermelhas
primeira, X ‘

50 suave, separa as plaquetas das células
a. em rotagao S ) : .
do plasma e a segunda, ) g

vermelhas.
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OUtI’OS p
esquis :
a adores Propuseram protocolos para obter maior

concentracao
¢ de plaquetas no preparo do PRP (ANITUA 1999: JAHN, 2002:

KASSOLIS:
RODEN; REYNOLDS, 2000: MAN et al. 2001- ROSENBERG:

TOROSIAN,
2000: SONNLEITNER et al., 2000), mas optamos pela técnica de

Gonshor (2002), padronizada para 0 aparelho ACE®, onde sao processadas duas
centrifugagdes, a primeira a 160G por dez minutos e a segunda a 400G por mais
dez minutos, que produzem concentragéo de plaquetas 850% maior que a

encontrada no sangue total, 500% maior de PDGF-AB e 800% maior de TGF-g,

sem comprometer a viabilidade das plaquetas.

A vantagem de nao interferir na integridade desses corpusculos foi
comprovada em nosso experimento, quando apds as duas centrifugagdes

examinamos esfregacgos corados por hematoxilina-eosina (Figura 19).

6.2. Processo de coagulagao do PRP e PPP

A metodologia de utilizagdo do PRP e do PPP inclui a necessidade de

promover a sua coagulagdo. Com esse intuito, a exemplo de Marx et al. (1998),

Man et al. (2001) e Gonshor (2002), acrescentamos cloreto deAcéIcio e trombina

bovina ac PRP & PPP recém-preparados. A utilizagio da trombina bovina néo fo

aconselhada por autores (ORTEL et al., 1994; SARA et al., 1994) que afirmaram

a substancia apresenta potencial antlgenlco levando ao risco de produgéo
que ess

r V da coagulagéo e consequentemente de hemorragias

de anticorpos contra o fato

-mais atuais comprovam que a trombina
i ntanto, estudos m
s da vida. No e

ameacadora
d r utilizada com seguranca, motivo pelo qual optamos pelo seu uso.
bovina pode se

) uso desse produto como hemostatico em cirurgias
004), © :

Segundo Marx (2
amente provocou sangramento em menos de 20

ortopédicas € neurologicas rar
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Casos em mais de (¢ i | .
e 4 . . :
Z milhdes de Cirurgias. De acordo com esse autor, o

sangramento nao ocor -
r -4 .
® pela formagao de anticorpo para a trombina bovina, mas

para o fator bovino *
o"Va" um contaminante do processo de preparagéo da trombina.

A trombina
bovina Gentrac®, comercializada desde 1997 reduziu de 50mg/ml para

0,2mg/ml a contaminacio da tromblna bovina -com o fator "V a’. Além disso, a

trombina bovina usada como hemostatico & aplicada em altas doses.

6.3. Aspectos conceituais referentes 3 metodologia e resultados

Varios pesquisadores (MARX et al., 1998, ROSENBERG; TOROSIAN,
2000; THOR, 2002) utilizaram PRP, associado a substitutos 6sseos e a 0sso
autégeno, no tratamento de defeitos ésseos perimplantares e em reconstrugées
Osseas dos maxilares. Porém, um numero limitado de referéncias € encontrado na
literatura odontolégica descrevendo so6 0 uso do PRP, na forma de gel de
plaquetas, para preenchimento de alvéolos dentarios apos exodontia, com a
finalidade de promover aceleragdo do reparo quando se pretende a instalagéo de

implantes dentarios em periodo menor de tempo que o geraimente necessario

quando o alvéolo é naturalmente preenchido pelo sangue.
Apds a remogao de um dente, o alvéolo contém uma populagdo de

células estruturais, células-tronco, capilares rompidos e células epiteliais expostas.

O inicio da regeneragdo comega com a degranulagdo das plaquetas e liberagao de

PDGF e TGF-B. O PDGF estimula a mitogénesé de células-tronco e inicia a
e

iogénese pela indugéo de mitose das celulas endotehals O TGF-B ativa
angiogénes

m - I t r Vi t_r sformag:éo em
inici i stos e pre osteoblastos e promove sua
inicialmente 0s fibrobla an

A secregéo continuada desse fator de
s maduros.
osteoblastos funcionai

i ﬂbroblastos a depOSItarem respectivamente,
im i osteoblastos e
crescimento influencia .



) 80
Matriz 6ssea e matriz colagena. Esse inicio de atividade celular, apesar de sofrer
influéncia de outros fatores de crescimento, & resultado direto da agao do PDGF e
do TGF-B8. A duragédo da vida de uma plaqueta em uma lesdo e o periodo de
influéncia direta de seus fatores de crescimento giram em torno de cinco dias. A
extensdo da atividade de reparagdo 6ssea é realizada por dois mecanismos. O
primeiro induz aumento de células-tronco na medula e sua diferenciacdo em
osteoblastos secretores de TGF-B. O segundo, e o mais domina.nte, parece ser a
indugdo da quimiotaxia e ativagao de mé‘créfagos, que sﬁbstituem as plaquetas
como fonte primaria de fatores de crescimento apés o terceiro dia. Na medida que o
PDGF decresce em influéncia, os fatorés de crescimento derivados de macréfagos
e os fatores angiogénicos assumem o controle. As células-tronco secretam TGF-§
para continuar a auto-estimulagcdo da formacdo dssea como uma resposta
autécrina. Durante 28 dias, o leito neovascularizado elimina o gradiente de oxigénio
necessario para manter a atividade dos macréfagos, que abandonam a area que
assim torna-se auto-sustentavel. A partir de entdo, ao invés de osso lamelar, o
alveolo passa a apresentar um 0sso imaturb com tecido ostedide entrelagado.

Em fungao dos eventos fisiolégicos que oco'rrem na _r'eparagéo Ossea,
fica claro que os parametros analisados em nossa pesquisa '.podem refletir a
efetividade ou ndo do PRP e do PPP _nésse processo.

O grau de neovascularizagdo € um fator primordial no estabelecimento
da reparagao ¢ssea e reflete a atividade direta e indireta dos fatores de crescimento
liberados pelas plaquetas. Logo, os fatores de crescimento descritos na literatura,
aceleram a atividade angiogénica de alveolos dentarios, atividade também sugerida
pelo resultado dessa pesquisa. Ja o PPP nao interfgre nesse procgsso.

A presenga e o grau de fibrose também é um indicativo do estado de

reparagao tecidual, ja que é um tecido conjuntivo prévio ao ésseo. Entretanto, nos
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moldes de nossa pesquisa nao houve diferenca significativa entre o grau de fibrose
constatado nos alvéolos que receberam a adigéo dé PRP e PPP e o observado nos
controles.

Da mesma forma, a atividade de osteoblastos e osteoclastos nos
mostra se o tecido esta ou ndo em franca atividade modeladora. Na analise desse
parametro pdde-se notar melhor indicio de reparagao nos alvéolos que receberam o
PRP, devido ao aumento da concentracdo de fatores de crescimento,
principalmente TGF-B (responsavel pela transformagéo de pré- osteoblastos em
osteoblastos).

Ja em relagdo a presenga de osso imaturo, nao foi verificada diferenca
entre os alvéolos preenchidos com PRP e os alvéélos-controle, mas sim destes em
relagao aos preenchidos com PPP. Além disso, como ja era esperado, em fungao
do curto periodo da andlise, nao foi encontrada a presenca de osso lamelar em
nenhuma das amostras.

Apesar de esses fatores terem um periodo curto de atuagio direta no
processo de reparo, sua acgado indireta se reflete durante todo esse periodo.
Consequentemente, se aumentarmos o numero de plaguetas, aumentaremos a
concentragao e os efeitos dos fatores de crescimento, condigdo que propicia um
processo reparativo mais a;e_lerado e uﬁa melhor qualidade 6ssea em funcao da
maior indu¢do de osteoblastos e fibroblastos.

Essa assertiva pode ser conﬁrmad-a por NOSsos resultédos, compativeis
com grande parte dos trabalhos encontrados na literatura, principalmente com o de
Anitua (1999), que também avaliou o favorecimento da reparagéo em alvéolos
dentarios que futuramente receberiam implantes. Apesar de a maioria dos autores
utilizarem outras metodologias € nao terem avaliado a reparagdo do alvéolo

dentario (DIAS; BARROS; ANDRADE, 2002; FONTANA et al., 2004; MARX et al.,
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1998; ROSENBERG: TOROSIAN, 2000; THOR, 2002), também concluiram que o
PRP acelera a réparacao 6ssea devido aos fatores de crescimento nele contidos.

E muito provavel que a associacao de PRP com enxerto 6sseo autégeno
faca com que maior quantidade de celulas seja induzida a prodUZIF matriz 6ssea
extracelular (OYAMA, et al., 2004; THOR, 2002), produzmdo melhores resultados.
Em humanos, muitos pesquisadores utilizaram a associagéo de osso xenégeno ou
alégeno com PRP com resultados satisfatérios, semelhantes aos obtidos somente
com o uso de PRP (ANITUA, 1999) ou de PRP associado ao 0sso autégeno
(OYAMA et al., 2004; THOR, 2002).

No entanto, a opg¢éo de nossa pesquisa foi a analise isolada do efeito do
PRP, pouco avaliado em alvéolos dentarios e do PPP, aparentemente ainda nao
investigado, com a finalidade de evitar, na medida do possivel, a realizagédo de
enxertos Osseos intra ou extrabucais. Na discussdo de nossos resultados &
importante destacarmos que, em animais diferentes do homem, varios
pesquisadores ndo puderam atestar a validade do PRP como fator acelerador do
reparo 6sseo (GRAGEDA et al., 2005; JAKSE et al., 2003; WILTFANG et al., 2003:
WILTFANG et al., 2004), a n&do ser para acelerar o processo de osseointegragéo
(ZECHNER et al., 2003). Parece licito afirmar que apesar de os trabalhos
apresentarem metodologias corretas, o modelo animal escolhido pode ter interferido
no resultado final da pesquisa, ja que a maioria dos trabalhos da literatura que
provaram a eficacia do PRP utilizaram o ser humano como modelo experimental
(ANITUA, 1999; MARX et al., 1998 OYAIVIA_ et al., 2004; ROSENBERG,
TOROSIAN, 2000; THOR, 2002).

Utilizando a analise de parametros classicos de reparagdo ossea,
nossos resultados apontam semelhanga de reparagdo nos alvéolos dentarios

preenchidos com 0 PPP e com o coagulo sangilineo. A redugdo em pouco menos
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da metade da concentragzo de plaquetas no PPP em relagdo ao sangue total
parece nao ter prejudicado a reparagao 6ssea 28 dias apés as exodontias. Talvez a
elaborada rede de fibrina supostamente formada com a adicao do PPP compense a
diminuicdo da quantidade de fatores de crescimento liberados, em fungéo da
diminuigdo do nimero de plaquetas.

Em sintese, os resultados apresentados no presente estudo estdao em
concordancia com os apresentados na literatura, que até o momento se apresenta
aparentemente clara em relacdao a efetividade do PRP no favorecimento da
reparagao oOssea em humanos. O grande problema é que ndo existe uma
padronizagao da metodologia de obtengao do PRP, desde a centrifugagéo até a
obtencgio do gel. Por esse motivo, ainda tornam-se necessarios novos estudos que
conduzam a uma padronizagio por todos adotada, para que os resultados das
pesquisas possam ser mais uniformes e, printipalmente, para que os profissionais
que utilizam o PRP tenham um instrumento mais confidvel no processamento de
sua obtengao.

Por outro lado, nossos resultados relativos ao.PPP nao podém ser cotejados
devido a aparente auséncia de trabalhos destinados a investigar sua agao em

tecido 6sseo.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa, baseados na analise de parametros
adequados de reparagido do tecido 6sseo (graus de angiogénese e fibrose,
atividade de osteoblastos e osteoclastos e presenca de osso imaturo e laminar),
permitem concluir, em humanos, que em 28 dias:

1. em comparagao com alvéolos dentarios preenchidos
espontaneamente com codgulo sanguineo (controle), os preenchidos com PRP
apresentaram melhores indicios histolégicos de reparagdo ossea;

2. o uso do PPP no preenchimento de alvéolos dentérios ndo acarretou
diferencas histologicas em relagéo ao grau de reparagdo ossea constatado em

alvéolos-controle.
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ANEXO 2 - Carta de Informagao
CARTA DE INFORMAGAO

Titulo: Analise histoldgica, em humanos, da eficacia do Plasma Rico em Plaquetas

na reparacéio de alvéolos apés a extraciao

Estas informagdes estdo sendo fornecidas para a sua participagao voluntaria
neste estudo que visa verificar a efetividade do plasma rico em plaquetas na
reparagao déssea.

Os procedimentos a serem realizados serdo os rotineiros para a realizagéo
de uma extragdo dentaria e para a coleta de sangue através de pungdo venosa
periférica do antebrago. Serdo extraidos dois dentes com indicagao para tal
procedimento e ao mesmo tempo sera coletado cerca de 40ml(quantidade muito
pequena) de sangue, o que ndo causa nenhum tipo de risco ou maleficio. Pequeno
desconforto ou manchamento temporario podem ocorrer na regido da pungdo. O
sangue retirado sera processado para obteng¢ao do plasma rico em plaquetas (PRP)
ao qual é atribuida a capacidade de acelerar o processo de reparagio dssea. Em
um alvéolo (cavidade 6ssea onde se aloja o dente) sera colocado o PRP e no outro
apenas o procedimento de rotina de uma extracao dentaria. Serao aguardados dois
meses para cicatrizagdo e entdo serdo colocados os implantes dentais. Na
oportunidade o osso removido para colocagdo dos implantes sera analisado para
verificagdo da efetividade ou ndo do PRP em comparagao com a regido onde foi
realizado apenas o procedimento de rotina. As proteses sobre implantes serao
instaladas seis meses apds a colocagao dos mesmos, como de rotina.

Os pacientes serao beneficiados pela reabilitagdo dentaria realizada com a
utilizagao de implantes nos locais envolvidos na pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador € o cirurgiao dentista Rogério de Lima Romeiro, que pode ser
encontrado na Universidade de Santo Amaro no endere¢o: Rua Prof. Enéas
Siqueira Neto, 340, Telefone (11) 5929-5477. Se vocé tiver alguma consideragao ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua Prof. Enéas Siqueira Neto, 340, Telefone (11) 5929-
5477, fax: (11) 520-9160.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo para a continuidade de seu
tratamento na instituigao.

As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes,
nao sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente.

Nio ha despesas pessoais para os participantes em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacao financeira
relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o paciente tem direito, a
tratamento médico na instituigdo, bem como as indenizagbes legalmente

estabelecidas. :
O pesquisador se compromete a utilizar os dados € o material coletado

somente para a pesquisa.
Rogério de Lima Romeiro

Pesquisador responsavel
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ANEXO 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, RG
residente a

acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo ‘Estudo histolégico, em
humanos, da eficicia do Plasma Rico em Plaquetas na reparagido 6ssea de
alveolos dentais ap6s a extragao”.

Discuti com o pesquisador Rogério de Lima Romeiro sobre a minha decisio
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que a minha participagédo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que
eu possa ter adquirido.

Data___ /[

Assinatura do paciente/representante

Data !

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre

e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste

estudo.

Data_ / [/

Assinatura do responsavel pelo estudo
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ANEXO 4 - Ficha de anamnese

UNIVERSIDADE DE SANTO AMARO
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA

IDENTIFICACAO
Nome do paciente Numero:
Nascimento__ /__ / __ Idade Género
Endereco
Cidade Cep Fone: ()
Profissao - Estado Civil
R.G.: C.P.F.
Datadacoleta __ / /

ANAMNESE

Ha quanto tempo foi a sua Gltima consulta médica?

Qual o motivo? Médico:

No momento esta fazendo algum tratamento médico?

Esta tomando algum medicamento? Sim () Nao( )

NOME POSOLOGIA TEMPO DE USO

Tem sensibilidade a algum anestésico, antibiético(Penicilina) ou alergia a algum

medicamento:

Sistema Respiratério:
Tem ou teve?

Rinite:

Bronquite:

Siniusite:

Asma:

Enfisema Pulmonar:

Sistema Gastrointestinal:
Tem ou teve?

Gastrite:




Ulcera:
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Sistema Urogenital;

Calculo renal:

Infeccao Urinaria:

Sistema Cardiovascular:
Tem ou teve?

Angina:

Infarto do Miocardio:

Arritimia:

Prolapso:

Sopro:

Endocardite:

Cansago excessivo ao esforgo fisico:

Formigamento de extremidades:

Hiper ou Hipotensao arterial:

Varizes:

Sistema Endoécrino
Tem ou teve?

Diabete:

Hiper ou hipotiroidismo:

Doengas Infecto Contagiosas:

Tem ou teve?

AIDS:

Sifilis:

Hepatite:

Tuberculose:
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Exame Fisico

Sinais vitais:
Loco-Regional:

Extra_oral

.......................................................................................................................
..............................................
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ANEXO 5 — Parecer do histopatologista

INSTITUTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA
“PROF. F. E. GODQY MQOREIRA”
SECAQO DE ANATOMIA PATOLOGICA

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que realizei a analise
histologica das laminas do trabalho “ANALISE HISTOLOGICA DE TECIDO
OSSEO: ALVEOLOS HUMANOS TRATADOS COM PLASMA RICO EM

PLAQUETAS, PLASMA POBRE EM PLAQUETAS E COAGULO NATURAL”

do Dr. Rogério Romero.

———

m :

CLAUDIA REGINA GOMES CARDIM MENDES DE OLIVEIRA
MEDICA CHEFE
SECAO DE ANATOMIA PATOLOGICA

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 333 - Cerqueira César — CEP 03403-010 — S&o Paulo — 8P
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