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RESUMO

E sempre crescente o interesse e a necessidade, frente aos avangos do mundo
modemno, por novas técnicas e materiais regenerativos que possam melhorar ainda
mais os prognosticos de nossos procedimentos reconstrutivos, assim como diminuir ao
maximo possivel a morbidade cirirgica, muitas vezes oriunda das técnicas utilizadas na

reconstrugao dos maxilares.

Com o estudo e a presenca diaria da engenharia tecidual em varios centros

cientificos no mundo, estamos entrando em uma nova era.

E incontestavel a eficacia dos fatores de crescimento tecidual, encontrados no
plasma rico em plaquetas, quando utilizados por nés, em varias oportunidades
cirargicas.

Nosso trabalho foi desenvolvido para demonstrar a eficacia deste produto,
quando utilizado na regeneragdo Ossea. Foram feitas avaliagGes histologicas e
histomorfométricas da regeneragao de osteotomias circulares em tibias de céaes, que
foram preenchidas com o plasma rico em plaquetas quando comparadas com as
osteotomias preenchidas com coagulo sangiineo (controle). As bidpsias ésseas foram
realizadas nos tempos de sete, 14, 21 e 28 dias conforme protocolo da American Dental

Association para este tipo de experimento cientifico.

Como resultado pudemos constatar um numero bem superior de osteoblastos
nos tempos de sete e 14 dias assim como a qualidade e a quantidade do trabeculado

6sseo neoformado encontrado, se comparado com as laminas controle.



Os efeitos do plasma rico em plaquetas e seus fatores de crescimento mostram
seus efeitos durante todo o inicio da regeneragdo 0ssea, sendo que ja, aos 28 dias,
melhoram substancialmente as caracteristicas fisicas do tecido 6sseo, aumentando a
quantidade e a densidade 6ssea, por conta disto, melhorando também a qualidade do

tecido ésseo, ja que este continuara em constante remodelagao.



ABSTRACT

The interest and need are always growing front to the modern world’s progresses
for new techniques and regenerative materials that can still get better more the
prognostics of our reconstruction procedures as well as reducing the possible maximum
a surgical morbity and many times are originating from of the techniques used in the

maxillaries reconstruction.

We are entering in a new time with the study and daily’s presence of the tissue

engineering in several scientific centers in the world.

The effectiveness of the factors of tissue growth is unanswerable. They can be

found in the rich plasma and plaques when used in several surgical opportunities by us.

Our work was developed to demonstrate the effectiveness of this product when
used in the bony regeneration. There were made histologic evaluations of the
regeneration of circular osteotomies in dogs tibias that were filed out with the rich
plasma in plaques when compared with the osteotomies filled out with blood coagulate
(controls). The bony biopsies were accomplished in 07, 14, 21 and 28 days according

Dental American Association protocol for this type of scientific experiment.

As a result we could verify very superior number of osteoblasts in the times of 7
and 14 days as well as the quality and the amount of the trabecular bony neoformation

that was found if it was compared with the sheets control.



The effects of the rich plasma in plaques and your growth factors are showed
during the whole beginning of the bony regeneration. We can note that in the 28 days
the physics characteristics of the bony fabric increasing the amount and the bony
density it is improved substantially and due this also improve the quality of the bony

fabric since this will continue in constant remodelation.
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PRP- plasma rico em plaquetas

PPP- plasma pobre em plaquetas

PDGF- fator de crescimento derivado de plaquetas
TGF a e B - fator de crescimento transformador o e B
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mg — miligrama
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DNA - acido desoxirribonucléico
Kg - kilograma

% - porcento
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INTRODUGAO

A busca por novos biomateriais e tecnologias que permitam o
restabelecimento da anatomia e fungao de estruturas corporais perdidas, constituiu-

/ se no maior desafio dos pesquisadores nas ultimas décadas.

Nas areas da Cirurgia Bucomaxilofacial, Periodontia e principalmente da
Implantodontia, os cirurgides tém se voltado para a reconstrugdo dos maxilares

reabsorvidos apo6s a perda dos elementos dentarios oriunda de diversas causas.

Para minimizarmos as seqiielas deixadas muitas vezes por atos operatérios
ressectivos, como exodontias, cirurgias para remog¢ao de lesdes periapicais ou
tumores benignos e malignos, as quais invariavelmente causam alteragées no
sistema estomatognatico, langamos mao de manobras cirurgicas que nem sempre

atingem este objetivo.

Normalmente o processo de reparagdo destas areas se daria
espontaneamente, porém muitas vezes a anatomia se altera drasticamente, néao

permitindo a reabilitagdo bucal com implantes dentarios.

Para a corre¢do cirirgica dos maxilares, varios autores tém proposto
materiais e técnicas cirlrgicas reconstrutivas com sucesso, conseguindo em grande
parte a condigdo ideal para a reabilitagcao bucal, principalmente com a utilizacéo dos

implantes dentarios.

Atualmente, gracas ao desenvolvimento tecnolégico dos biomateriais, ao

avango dos métodos e do melhor entendimento da histofisiologia éssea, tornou-se



possivel aos profissionais da area Odontolégica, em especial, melhorar a quantidade
e a qualidade éssea, como também influenciar e fornecer substitutos funcionais para
o tecido ésseo. Ndo apenas o osso autégeno pode nos ajudar, mas também
inGmeros produtos sintéticos podem contribuir para esse fim em determinadas

circunstancias.

Varios materiais aldégenos, xendégenos ou aloplasticos estdo disponiveis, em
formas variadas desde géis, pd, laminas e blocos variando também em seus
formatos, tamanhos e porosidades. A utilizagdo de osso autbgeno, porém,

proporciona melhores resultados.

Tais resultados para a regeneracao 6ssea se devem ao fato de o tecido 6sseo
autogeno, ser altamente osteogénico, pois suas células ainda se mantém vivas por

aproximadamente quatro horas apés o enxerto (MARX, 1979).

Varias pesquisas mostram que as células oriundas dos enxertos Osseos
autégenos apos sua morte sdo fagocitadas por macrofagos e estes por sua vez
liberam uma proteina insoltvel osteoprogenitora, que foi evidenciada e denominada
por Urist (1965) de proteina 6ssea morfogenética (BMP). A presenca desta proteina
em areas de reparo induz as células mesenquimais indiferenciadas a transformarem-
se em células désseas estimulando também as células hospedeiras a aumentar a

neoformacao déssea.

Atualmente muito se tem estudado sobre os fatores de crescimento tecidual,
como |IGF (fator de crescimento semelhante a insulina), TGF (fator de crescimento e
transformacdo), PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), que estado

contidos nos alfa («) granulos das plaquetas e células de linhagem blastica. Estes



fatores tém como principais fungbes a mitogénese e a diferenciacdo celular das

células mesenquimais.

Podemos facilmente concentrar estes fatores de crescimento no plasma rico
em plaquetas, baseado em um protocolo simples, porém com eficacia
cientificamente comprovada. Sabemos ainda que o plasma rico em plaquetas € um
produto autégeno que adicionado aos enxertos ¢sseos promove uma aceleragéo na
regeneracao 6ssea e ainda nos mostra uma melhora em qualidade e quantidade do

tecido 6sseo regenerado (MARX, 1999).

Lynch em 1989 definiu o plasma rico em plaquetas (PRP) como um produto
derivado do sangue autégeno por processo laboratorial, colhido em periodo pre-

operatorio e rico em fatores de crescimento originarios dos granulos oc- plaquetarios.

Outras denominagdes também podem ser encontradas na literatura cientifica,
tais como plasma autégeno de plaquetas, plasma enriquecido com plaquetas,
plasma rico em fatores de crescimento, concentrado de plaquetas e gel de plaquetas

(ANITUA, 1999; LYNCH et al. ,1989; MARX et al.,1998).

Em 2002, Tichler chamou de PRP uma pequena porgcdo de fatores de
crescimento obtidos a partir de uma pequena fragdo de sangue do paciente obtidos

por varios processos de centrifugacéo.

Como vantagens do seu uso, podemos citar o fato de o PRP ser um produto
organico, atoxico e nao imunorreativo, que tem sido usado para acelerar os
caminhos da cicatrizag@o da ferida cirurgica, tanto nos tecidos moles como no tecido
Osseo, devido a presenca de fatores de crescimento (WHITMAN, BERRRY e

GREEN, 1997; MARX et al., 1998; ANITUA, 1999).



PROPOSICAO

E proposta do autor o estudo histologico e histomorfométrico do processo de
reparo de cavidades cirurgicas confeccionadas em tibias de caes, adicionadas de
plasma rico em plaquetas, em comparagéo com a regeneracgao natural de cavidades

semelhantes preenchidas com coagulo sangtiineo.



REVISAO DA LITERATURA

E grande o nimero de técnicas e materiais usados em Odontologia, que tem

como objetivo principal, restabelecer todas as funcées bucais.

Em um estudo sobre a cicatrizagdo alveolar em dois trabalhos comparativos
apos exodontias, um em humanos e o outro em caes, Caflin (1936) descreveu as

etapas da cicatrizacao 6ssea.

Em 1956 Axhausen descreveu pela primeira vez, de maneira clinica e
histologica, os mecanismos implicados no processo de reparo 6sseo. O autor fez
uma retrospectiva histérica do processo e enfocou os principais momentos da

reparacgao.

Urist (1965) observou que o extrato de matriz de osso desmineralizado
humano sofre invasdo de células mesenquimais que se transformam em
osteoblastos e produzem osso novo em local heterotropico. O autor estudou a
formacdo de osso por auto-indugdo e preconizou as atividades da proteina
morfogenética 6ssea (BMP-2). Em pesquisas com coelhos, descobriu que o osso

desmineralizado liofilizado induz a formagao do osso.

Apés estudos clinicos e histologicos em humanos, Friedenstein e Petchovo
(1979) concluiram que os resultados dos enxertos 0sseos provenientes do 0sso
ililaco mostravam-se relevantes, devido a esse tipo de enxerto 6sseo conter células

medulares (mesenquimais indiferenciadas).

Em um trabalho sobre enxertos, Marx (1979) mostrou que tanto nos enxertos

particulados ou em blocos, as células mesenquimais indiferenciadas oriundas da



medula 6ssea submetidas a trés diferentes métodos de conservacdo, permaneciam
vivas no leito receptor por um periodo de até quatro horas, em uma concentragao de
95%. Marx et al. (1998) publicaram um outro trabalho onde apresentavam dados
clinicos e histolégicos mostrando a capacidade de reparo inerente ao 0sso
autégeno. Os autores basearam seus achados em uma grande quantidade de casos
de reconstrugdo de maxilas e mandibulas de pacientes que sofreram ressecgoes

causadas por neoplasias.

Canalis et al. (1982) desenvolveram um estudo onde demonstraram a acgao
do IGF-l na formagao 6ssea pela estimulagdo do DNA (acido desoxirribonucléico),
colageno e proteinas ndo colagenas em 21 culturas de calvarias de ratos. O
resultado apresentado foi que este fator de crescimento promove deposi¢cao de

matriz 6ssea e estimula a mitogénese de osteoblastos.

Trabalhando com caes, Grey e Elves (1982) apresentaram um trabalho, onde
demonstraram que as células medulares osteoprogenitoras estao presentes tanto
nos enxertos de areas doadoras como nas areas receptoras e que estas células

participamﬁi#an‘rente no processo de osteogénese.

~_ Em 1986, Knigﬁton et al. relataram a utilizagdo de fatores de crescimento
derivado de plaqu/etgs, de forma tépica, na estimulagédo de regeneracado de feridas
epiteliais crénicas em humanos. Os autores estudaram 49 pacientes, dos quais 29
eram diabéticos com Ulceras cronicas ndo reparadas. Os fatores derivados
plaquetas foram denominados “fatores cicatrizadores derivados de plaquetas”
(PDWHF) aplicados topicamente nas lesées, sendo obtido o reparo em 100% das

mesmas. O periodo de reparo foi de 10,6 semanas, sendo que estas feridas



estavam recebendo tratamento convencional ha um tempo médio de 198 semanas

(um caso atingiu 1820 semanas).

No mesmo ano, Ross, Raines e Bowen publicaram um trabalho onde
demonstravam o papel biolégico dos fatores de crescimento existentes nas
plaquetas. Os autores descreveram a capacidade de estes fatores de crescimento

iniciarem o reparo, tanto dos tecidos moles como do tecido ésseo de humanos.

Em um estudo utilizando caes da ragca Beagle, Lynch et al. (1989) utilizaram
uma associacao de FDGF/IFF-I com o objetivo de avaliar a regeneragéo periodontal
e demonstraram que estes fatores de crescimento demonstravam-se ser

quimiotaticos e mitogénicos tanto para fibroblastos como para osteoblastos.

Lynch et al. (1991) estudando a cicatrizagdo 6ssea ao redor de 40 implantes
de pressdo instalados na mandibula de oito cdes da raca Beagle, utilizaram
concomitantemente & instalagdo dos implantes, uma associacdo de PDGF/IGF-1 e
chegaram a conclusdo de que esta associagdo estimula a regeneragao 6ssea em

torno dos implantes.

Em 1992, Becker et al. desenvolveram um trabalho onde foram instalados 24
implantes em quatro caes logo apés a extracdo; compararam o uso de membranas
de e/PTFE sozinhas, ou em combinagdo com DFDB ou com a combinagdao PDG-
bb/IGF-I. Os resultados mostraram que os locais tratados com membrana mais
PDGF-bb/IGF-I obtiveram altas taxas de densidade 6ssea e o dobro de crescimento
6sseo em torno dos implantes, quando comparados aos locais tratados com

membrana ePTFE sozinha ou associada ao DFDB.
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Ganio et al. (1993) comprovando o estudo de Knighton et al. (1986),
descreveram um protocolo de tratamento para pacientes com ulceras cronicas a
partir da aplicagdo de Procuren ou seja, PDGF em associagdo com uma matriz de
colageno bovino. Foi avaliado que 78% dos pacientes que tinham indicagdo para
amputacdo mantiveram seus membros apos a utilizagao da terapia com os fatores

de crescimento.

No trabalho publicado por Panagakos em 1993, feito em calvaria de ratos, o
autor analisou que os fatores de crescimento semelhantes a insulina IGF-I e Il sdo
quimiotaticos e com atividade semelhante a insulina tanto in vivo ou in vitro,
promovendo a proliferagcdo de osteoblastos e células mesenquimais indiferenciadas,
assim como a sintese de colageno. Os resultados sugerem que o IGF-l e o IGF-lI
podem ter importante fungcdo no recrutamento de osteoblastos durante a fase inicial

da regeneracgao ossea.

Trabalhando com macacos, Rutherford et al. (1993) aplicaram uma Unica vez
a associacao de PDGF/dexametasona e matriz colagena em areas interdentais,
constataram com isso a regeneracao periodontal e crescimento 6sseo alveolar

vertical nestas areas.

Giannobile et al. (1994) demonstraram em um modelo que utilizava primatas,
o potencial osteoindutor do PDGF associado ao IGF-I. Estes fatores colocados em
lesGes periodontais dos primatas, promoveram um crescimento ésseo 21,6% maior

nos animais tratados em relagéo aos controles.

Tayapongsak et al. (1994) iniciaram uma nova técnica de mescla entre uma
cola de fibrina e osso autégeno medular. Utilizaram em 33 cirurgias de reconstrugéo

mandibular, esta mescla, com o objetivo de facilitar a instalagcdo e a cicatrizagao dos



enxertos autégenos. Esta cola de fibrina era obtida através de doagéo autégena de
sangue em periodo pré-operatorio. Apos estudos radiograficos, notou-se a presenca
de osso incorporado e remodelado na quarta semana de reparo, enquanto nos
pacientes nao tratados com esta terapia, este efeito s6 era observado em oito

semanas.

Wozney (1995) estudando em caes o potencial das proteinas morfogenéticas
contidas na superfamilia de fatores de crescimento (IGF-I e IGF-1l) em especial a
rhBMP-2, teve como resultado , em trés areas diferentes a confirmagao da
capacidade desta proteina de regenerar defeitos ésseos. Em defeitos com 2,5cm de
diametro em mandibulas, em areas de regeneracao de ossos longos, e em técnicas
ortopédicas e regeneracdo de doencas periodontais em mandibulas. Essas
proteinas agem sobre as células mesenquimais indiferenciadas tranformando-as em
condrécitos e osteoblastos, aumentando a populagdo celular, assim como

incrementando a secre¢do de moléculas da matriz celular.

Caplan (1994) publicou um trabalho onde estudou os fatores indutores do
processo de reparo Osseo. Associou O inicio do reparo 6sseo aos fatores de
crescimento derivados das plaquetas e dos macréfagos, atribuindo as fases tardias

aos fatores liberados pelos osteoblastos no processo de remodelagao 6ssea.

Um novo fator de crescimento denominado proteina osteogénical foi
apresentado por Cook e Rueger (1996). O efeito osteocondutor desta proteina foi
demonstrado pelos autores que lhe atribuiram a formagdo de osso novo e a
promocao de crescimento de osteoblastos. Os autores acreditam que este fator esta

centralmente envolvido no processo de reparo 0sseo.
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Uma retrospectiva feita por Giannobille, Finkelman e Lynch em 1996, sobre a
acao dos fatores de crescimento e sua acao na cicatrizacao periodontal, mostrou a
acdo mitogénica, quimiotatica, metabdlica e a capacidade de diferenciacao celular

exercida por esses fatores de crescimento.

Entre os anos de 1995 a 1997 Smith, Summer et al., Howell et al.,
comprovaram em pesquisas, que a utilizacdo de fatores de crescimento derivados
das plaquetas autélogas (PDGF, TGF-l e IGF-s), isolados ou em conjunto, &
biologicamente segura e eficaz para a estimulacado celular para fibroblastos, células

endoteliais e osteoprogenitoras.

Yaszemski et al. (1996) descreveram a evolugcao dos transplantes de ossos
Embora ndo citem a questdo dos implantes dentarios, o trabalho apresenta
informacdes importantes quanto as estratégias molecular, celular e tecidual, para a
reconstrucdo do osso humano. Os elementos necessarios para solucionar a
reposicao 6ssea incluem: (1) o material usado para recompor o local danificado deve
ser temporario, porque o osso neoformado precisa se fortalecer e se remodelar para
suportar a carga que existia antes da perda; (2) o material deve se degradar, de
modo controlado, em produtos nao toxicos, para que o organismo possa metabolizar
e excretar pelas vias fisiolégicas normais; (3) um suporte vascular deve se
restabelecer na regidao reparada para supri-la de nutrientes; (4) deve-se atentar para
0 uso de materiais de enxerto, assim como seu metabolismo, modo de aplicagdo e
seus resultados. Os procedimentos cirurgicos também entram nesta analise tanto
quanto a modificagdo da técnica cirdrgica imposta por materiais mais modernos e a
reabilitagdo. O osso recém-formado, também & descrito conforme a origem do

desenvolvimento: ossificagdo intramembranosa ou ossificacdo endocondral. O ideal
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clinico em transplantes 6sseos € o enxerto trabecular autégeno. Os enxertos
alégenos e os autdogenos também se incorporam como os enxertos trabeculados
autégenos, mas tém algumas diferengas importantes. O osso trabeculado enxertado,
embora necrosado, ndo perde sua resisténcia mecanica e melhora esta resisténcia
quando o osso novo se dissemina dentro dele e, com o tempo, a resisténcia do local
€ a mesma do osso neoformado. As trés diferengas importantes, na seqiéncia da
incorporagéao, entre o osso trabecular e o compacto tém implicagdes na parte clinica
dos pacientes. As diferencas estdo na taxa de revascularizagdo do transplante, na
resposta osteoblasto contra osteoclasto e no comportamento do reparo. Disto
dependem as estratégias para consertar e repor um plano 6sseo. O enxerto 6sseo
trabeculado é totalmente reabsorvido durante a remodelagao e a regido reparada se
torna um osso lamelar remodelado. O enxerto 6sseo compacto permanece como
uma mistura de osso necrosado e osso viavel durante anos e pode nao ocorrer o
processo completo de renovagao 6ssea. A parte necrosada pode variar de 50% a
90% da massa do enxerto. A estrutura necrosada mantém sua resisténcia mecanica
e a regidao ocupada por ela ndo se transforma em osso remodelado. Por isso a
orientacdo do 0sso novo ndo é otimizada e o conjunto ndo resulta em uma massa

Ossea que apresente resisténcia mecanica ao esfor¢o adequada e desejavel.

Uma nova técnica foi demonstrada por Whitman, Berry e Green (1997), que
utilizaram um gel de plaquetas em substituicao a cola de fibrina em cirurgias orais e
maxilofaciais. Dentre as vantagens alcancadas estdo um maior suporte para a
cicatrizagao das lesdes e a auséncia de infecgdes devido a presenca, neste gel, de

plaguetas e os fatores de crescimento e leucdcitos.
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Lind (1998) em um estudo in vitro e in vivo onde utilizou varios fatores de
crescimento (PDGF, IGF-I,TGF-b) em osteotomias e na fixagcdo de implantes
ortopédicos, concluiu que a associagdo de implantes com fatores de crescimento é

promissora especialmente na melhoria da cicatrizagao 6ssea.

Marx et al. (1998) fizeram uma pesquisa in vivo com plasma rico em plaquetas.
Oitenta e oito enxertos 6sseos autégenos foram realizados para reconstruir areas
mandibulares que foram tomadas por tumores malignos com 5cm ou mais. Todos os
enxertos foram removidos do osso lliaco. Para a obtengcdo do PRP, os autores
utilizaram um equipamento que faz a separagao celular pela diferenga do gradiente
de densidade da (Eletro Medics 500 gradient density cell separator Medtronics). O
plasma rico em plaquetas era obtido apés a remogcéo de 450ml de sangue do
paciente; para nao ocorrer a coagulacgao, foi utilizado, para cada 5ml de sangue, 1ml
de citrato-fosfato-dextroxedeste. Do volume total de sangue, se obtinha, apds a
centrifugacdo, 200ml de plasma pobre em plaquetas (PPP), 70ml de plasma rico em
plaguetas (PRP) e 180ml restantes com hematocrito. Foram utilizados 6ml de PRP
misturados com 1ml de solugao de trombina bovina/CaCl* e 1ml de ar mesclado ao
enxerto 6sseo. Os casos foram divididos em dois grupos: um recebeu o enxerto
6sseo adicionado de PRP, enquanto que o outro recebeu somente o enxerto 6sseo
autdégeno. Apds seis meses, a agdo do PRP foi avaliada, sendo que o crescimento
0sseo encontrado nas areas preenchidas com PRP era superior ao das areas-
controle. Os autores observaram que o PDGF e o TGF nao sao os unicos fatores de

crescimento presentes no PRP capazes de influenciar a regeneragao 6ssea.

Um protocolo de obtengdo do plasma rico em plaguetas foi proposto por

Anitua em 1999, que utilizou uma centrifuga laboratorial. Vinte pacientes foram
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submetidos a exodontias para futura instalacdo de implantes dentarios e concluiu-se
que o uso do plasma rico em plagquetas promove mais rapidamente uma
regeneracgao 6ssea e de tecidos moles, sem o risco de transmissao de doengas, por
ser um produto autégeno. Em 2001, Rossi, Leme e Pispico apresentaram o primeiro
protocolo brasileiro para a obtengao do plasma rico em plaquetas, utilizando, como
importante diferencial, um segundo ciclo de centrifugagcdo, com o qual se consegue
uma concentragao maior de plaquetas se comparado com o protocolo que preconiza

uma unica centrifugacgao.

Lynch et al. (1999), acrescentaram que a tecnologia do PRP utiliza principios
da engenharia tecidual e que na técnica original, podemos introduzir modificagcdes
para o tratamento de lesdes periimplantares, reduzindo-se a quantidade total de

volume de sangue obtido do paciente.

Venturelli (1999) fez um trabalho clinico com a instalagao de implantes 3i
Osseotite, em quatro pacientes, em alvéolos com defeito periodontais de trés
paredes, deixando de seis a nove espiras expostas. Estas espiras foram cobertas
com PRP/osso autogeno, PRP/osso bovino, membrana/osso autéogeno e
membrana/osso bovino. Como resultado histolégico, obteve-se que a associagao
PRP/osso autégeno mostrou uma completa organizacdo aos quatro meses,
enquanto que a area com PRP/osso bovino ainda apresentava areas

desorganizadas de osso imaturo com algumas areas de osso lamelar.

Descrevendo o uso do plasma rico em plaquetas e a agao de seus fatores de
crescimento em humanos, Carlson em 2000 mostrou que o efeito do PDGF ocorre
quando existe a unido deste fator com os receptores das membranas das células.

Esta unido manda um sinal para as proteinas citoplasmaticas que ativam os genes
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para mitoses, causando um incrivel aumento do nimero de células de cicatrizagao e
da angiogénese, dando inicio ao aparecimento de capilares e da atividade dos
macrofagos, com isso, debridando a area da ferida e consequentemente

estimulando o aparecimento dos outros fatores de crescimento.

Garg, Garganese e Peace (2000) acrescentam que um meétodo promissor
para a ativagdo tecidual apos cirurgias orais, esta na aplicagdo de fatores de
crescimento diretamente nos locais de cicatrizagdo em forma de membrana, pois
estes mediadores biolégicos (PDGF, TGF, IGF) exercem uma fungéo crucial na

estimulagao e regulagao do processo de cicatrizacao.

Landesberg, Roy e Glikman (2000) estudaram duas maneiras diferentes de
obtengdo do plasma rico em plaquetas, da maneira de geleificar este PRP e dos
niveis alcancados de PDGF e TGFB em cada técnica de obtencdo. Os dois
resultados mostraram a formacdo do gel em menos de 30 minutos, quando
centrifugados a 200g, sendo esta gravidade a mais capaz de concentrar os fatores
de crescimento. Quanto a maneira de se conseguir o gel de PRP, foi usado o agente
geleificante ITA (Natrex Tecnology), 0 que demonstrou que nao havia a necessidade
da adigao de cloreto de calcio ou trombina bovina, e que os niveis dos fatores de

crescimento eram os mesmos nas duas técnicas.

Um trabalho elaborado por Kassolis, Rosen e Reynolds em 2000, na qual
foram feitos quinze enxertos ossos em seios maxilares utilizando a combinagao de
PRP e FDB( Freeze Dried Bone) na proporgao de 0,5 cc/2ml PRP. Apés 120 a 168
dias 36 implantes foram instalados e a taxa de sucesso foi de 89%. Estudos de
histologia demonstraram areas de formacdo O0ssea e nenhuma area com células

inflamatorias.
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Marx e Garg (1998) afirmaram que a bioquimica dos tecidos receptores e dos
enxertos €& compativel, mas a adicdo de PRP estimula a consolidagédo e
mineralizacéo do enxerto na metade do tempo, com 15 a 30% de ganho efetivo na

densidade 6ssea.

Estudando casos clinicos em pacientes com lesdes periodontais, onde havia
grande perda 6ssea, Obarrio et al. (2000) propuseram o uso de PDGF e TGF-I
presentes no plasma rico em plaquetas em associagdo com DFDB para a
regeneracao periodontal. Os autores notaram uma consideravel diminuicdo nas
sondagens periodontais assim como radiograficamente pode ser observado um

acréscimo de osso neoformado por volta de dois meses de pés-operatorio.

Ja Rosemberg e Torosian em 2000, descreveram um caso clinico no qual
utilizaram plasma rico em plaquetas adicionado a osso particulado, e enxertado no
seio maxilar. Apés quatro meses foram instalados quatro implantes e carregados
imediatamente com uma prétese provisoria, a qual apds seis meses, foi trocada por
uma protese definitiva. Com este estudo, os autores demonstraram a possibilidade
da otimizagdo do tempo em relagéo aos processos convencionais de espera apos a

enxertia 6ssea.

Um estudo in vitro, executado por Stephan em 2000, avaliou a interacao da
matriz de colageno bovino com PDGF-b em uma cultura de osteoblastos oriundos de
calvaria de ratos recém-nascidos. Foi mostrado que esta associagao promove a
estimulagdo e proliferacao de células osteoblasticas, sendo esta, uma potencial

combinagao para uso clinico.
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Stefani et al. (2000) em um estudo em oito caes, avaliaram por analise
histomorfométrica, o processo de cicatrizacdo de ferida do osso ao redor de
implantes colocados em alvéolos de pré-molares com e sem a aplicagéo
concomitante de PDGF e IFG-l. Ap6s a analise dos resultados, pode-se comprovar
que os fatores de crescimento tiveram parte importante e ativa na fase inicial do

reparo 0sseo.

Uma outra técnica de obtencdo de plasma rico em plaquetas para o uso em
enxertos intra-orais foi descrita por Sonnleitner, Huemes e Sullivan (2000),
demonstraram também a necessidade de se colher até 6mm da por¢ao superior do
hematécrito, pois, segundo o autor, nesta regiao estao as plaquetas maiores e

recém sintetizadas.

Cohen e Eaglstein (2001) seguindo a mesma linha de Knighton et al. (1986)
estudaram a acédo do PDGF em sete voluntarios que se submeteram a confeccao de
duas lesdes em cada brago. Quarenta lesdes foram tratadas com PDGF contra 14
tratadas com antibioticoterapia. As lesdes tratadas com gel de PDGF mostraram
uma significante rapidez na cicatrizacao nas primeiras seis semanas, porém o
exame mais significante foi no décimo dia no qual 82% das lesdes tratadas com gel

de PDGF estavam curadas, contra 28% das lesdes tratadas com antibioticoterapia.

Marx (2001) concluiu que o PRP pode ser aplicado em camadas junto com o
enxerto 6sseo, aplicado na forma de “spray” sobre o enxerto e nos tecidos moles, e
ainda como uma membrana biolégica. Em aproximadamente 10 minutos, 70% dos
fatores de crescimento sao liberados e alcangam 100% da liberagdo em uma hora, e
ainda existe uma liberagdo adicional de fatores de crescimento adicional por mais

oito dias.
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Também em 2001, Petrungaro afirmou que, por ser um produto que fornece
varios fatores de crescimento, o plasma rico em plaquetas deve ser utilizado em
Odontologia nas cirurgias de instalagdo de implantes, em Periodontia, nas cirurgias
Osseas e estéticas e principalmente em Implantodontia, em suas varias técnicas

reconstrutivas dos maxilares.

Um trabalho foi feito por Shanaman, Filstein e Danesh-Meyer (2001), para
avaliar o potencial osteogénico do plasma rico plaquetas em adicédo de enxertos
alégenos nos defeitos alveolares verticais e horizontais antes da instalagao de
implantes. Os resultados histolégicos demonstraram a presenca de material de
enxerto mesclado a osso neoformado. A adicdo de plasma rico em plaquetas
pareceu aumentar a qualidade e quantidade do osso neoformado, se comparado

com o processo de regeneragao 0ssea guiada.

Weilbrich et al. (2001) em um estudo comparativo entre dois métodos
diferentes de obtencgdo de plasma rico em plaquetas, com o objetivo de comparar a
quantidade de plaquetas obtidas em relagdo ao sexo e idade, notaram n&o haver
significante diferenga no valor obtido no nimero de plaquetas em relagédo a idade e

Sexo.

Em trés casos clinicos realizados por Froum, Wallace e Tarnow (2002), foram
efetuados trés casos de levantamento da membrana do seio maxilar, utilizando a
associagdo de osso liofilizado bovino mais plasma rico em plaquetas. Em analise
histomorfométrica o autor conclui que ndo houve diferenga significante nem na

producgdo 6ssea, nem na quantidade éssea ao redor dos implantes.

Kim et al. (2002) instalaram, em caes, 30 implantes dentarios com 10mm de

comprimento por 4mm de didametro. (SooMin Synthesis Dental Materials Co,Busan,
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Korea). Os implantes foram inseridos na parte central de defeitos oOsseos
confeccionados e preenchidos com trés diferentes materiais, sendo um com coagulo,
outro com DFDB e outro com DFDB/PRP. Os resultados mostraram que em todos os
casos houve regeneracao Ossea, porem atraveés da histomorfometria apds seis e
doze semanas as areas tratadas com DFDB/PRP apresentaram maior contato osso/

implante em relagdo ao DFBD sozinho.

Lekovic et al. (2002) avaliaram duas técnicas diferentes para tratamento de
com periodontite avancada e de defeitos com perda oOssea interproximal. Foi
utilizado plasma rico em plaquetas com adigao de osso bovino poroso mineralizado
mais regeneracao 0ssea guiada e outra associacao de plasma rico em plaquetas e
0sso bovino poroso mineralizado somente. Apdés um periodo de seis meses foram
abertos os casos e foi constatado pelos autores, crescimento Osseo com

preenchimento dos defeitos com o uso de ambas as associagdes.

Petrungaro (2002) propds o uso do plasma rico em plaquetas na forma liquida
para banhar a superficie do implante antes de sua instalacdo e recobrindo com
plasma pobre em plaguetas em forma de gel, como se fosse uma membrana ou um
cimento natural nas areas operadas. Em outro estudo, trés casos clinicos em que se
tratavam recessdes gengivais, sendo dois com plasma rico em plaguetas e enxerto
de tecido conjuntivo, € um caso com membrana de colageno. O autor observou
diminuicdo do sangramento, diminuicdo da dor e como importante estabilizador
inicial do enxerto devido as suas propriedades coesivas aléem de promover uma
rapida revascularizacdo da area e uma potencial diminuicdo da infeccéo pos-

operatoria.
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Robiony et al. (2002) em trabalho onde utilizaram osso autégeno oriundo da
crista iliaca em adicdo ao plasma rico em plaquetas para ser interposto no espaco
deixado pelos fragmentos Osseos na técnica de distracdo osteogénica. Essa
associacao era_;/Ai)gs 15 dias de espera a distragdo osteogénica seguia na propor¢ao
de 0.5 mmldié por um periodo de 60 dias. Passado este periodo, o aparelho era

removido e feita a instalagdo de implantes dentarios. Segundo os autores, em todos

os casos pdde ser observado um aumento consideravel da regeneracéo 6ssea.

Em sua revisao, Tischler em 2002, demonstrou que a maturagao dos enxertos
o0sseos em humanos com o uso do plasma rico em plaquetas é da ordem de 2,16
mais rapido e causa um aumento consideravel na densidade éssea do enxerto,
principalmente em idosos, afirmando que estes possuem um ndmero menor de
células mesenquimais indiferenciadas e, portanto, teriam melhor beneficio com os

varios fatores de crescimento presentes no plasma rico em plaquetas.

Yi, Yang e Know (2002) fizeram um trabalho de instalacdo de implantes em
tibias de coelhos utilizando no grupo-teste o gel de plasma rico em plaguetas
concomitantemente com a instalagéo dos implantes; em relacdo ao grupo que nao
utilizou o gel de plasma rico em plaquetas. Apds oito semanas, os autores
concluiram que o grupo que utilizou o plasma rico em plaquetas apresentou maior
contato entre o novo osso e o implante. Notaram também que houve uma reparacgao
inicial mais rapida e melhora na estabilidade secundaria em osso de pobre

qualidade.
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MATERIAIS E METODO

Materiais
Escolha dos animais

Neste trabalho utilizamos cinco cdes sem raga definida, sendo um animal
para cada tempo, sem predilecdo por sexo, idade e de pesos variados, com a
finalidade de obter resultados para as varias situagdes clinicas possiveis, ja que em
nossa clinica diaria operamos pacientes de ambos os sexos e idades diferentes.
Pela analise veterinaria, todos os caes eram adultos jovens e pesavam em média
15kg. Todos animais apds passarem por quarentena necessaria foram devidamente
examinados e considerados aptos no aspecto de salde, para o desenvolvimento

deste trabalho.

Materiais para obtengao do plasma rico em plaquetas
Centrifuga Fanem Excelsa |l mod. 206BL
Estante

Tubos de Vacutainer® de 4,5ml (sistema Vacuum IlI) com 0,5 ml de citrato de

sédio (3,2%) tamponado
Tubos secos siliconizados de 5,0ml
Seringas descartaveis de 10ml e agulhas de 40 x 9

Seringas descartaveis de 20ml e agulhas de 40 x 9
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Placas de Petri

Pipeta de 50ul e ponteiras descartaveis

Ampolas com cloreto de calcio a 10%

Materiais cirargicos

Motor, contra-angulos 16:1, fresas cirirgicas de 2,0mm de didmetro, fresa
piloto e fresa de 3,0mm de diametro.

Fresas tipo trefinas com 5,0mm de diametro interno

Caixa cirargica completa cedida pelo Laboratério de Técnica Cirargica da

Universidade de Santo Amaro
Fios de sutura mononylon 3,0
Cateter n® 22
Plasti equipo
Laminas n° 20
Farmacos utilizados
Alcool iodado
Formol a 10 %
Acepran 0,2% (0,1 a 0,2 mg/kg).
Provine (Propofol)
Fluotane (Halotano)
Benzatina 40.000u/kg

Soro fisiolégico
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Método

OBTENGAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Procedeu-se a coleta de 20ml de sangue dos animais com seringas
descartaveis de 20ml, por orientagdo veterinaria, com o intuito de nao provocar

hemolise (Fig. 1).

Apo6s a coleta, o sangue foi distribuido de forma lenta e homogénea nos
quatro tubos de Vacutainer® de 4,5 ml contendo citrato de sodio como

anticoagulante (Fig. 2).

Os tubos foram levados a centrifuga e foi utilizado o protocolo de obtencéo de
plasma rico em plaquetas elaborado pela Disciplina de Periodontia da Universidade

de Santo Amaro, descrito a seguir:

Com os tubos em posicdo, procedeu-se a primeira centrifugacdo por 10
minutos a uma velocidade de 1100 rpm, o que equivale a 200 g, para a centrifuga
usada neste experimento (Fig. 3). Segundo o trabalho de Landesberg, Roy e
Glikman em 2000, essa € a gravidade em que se consegue a maior concentracao

plaquetaria.

Em seguida, aspirou-se todo o plasma dos tubos, evitando-se ao maximo a
remocao de células do hematdcrito (Fig. 4 e 5). Esse plasma foi entao distribuido em

dois tubos secos siliconizados de maneira lenta e homogénea.
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Os dois tubos foram entdo depositados na centrifuga e procedeu-se a
segunda centrifugacdo, por 15 minutos a uma velocidade de 1100rpm (200g). Com
este método de dupla centrifugagdo conseguimos uma concentragdo de até 370,2%

em relagao ao sangue total obtido (JAHN 2002) (Fig. 6).

Os tubos foram divididos em trés tergos, sendo o terco finais do tubo,
contendo aproximadamente 1,5 ml, utilizado como plasma rico em plaquetas, e os

dois tercos superiores foram desprezados (Fig. 7 e 8).

A geleificagido do plasma rico em plaquetas deu-se com a utilizagcdo de S0ul
de cloreto de calcio a 10% por ml de PRP, e foi observada apés 10 minutos em

média (JAHN 2002) (Fig. 9 e 10).

Técnica de anestesia geral

Apos o periodo de quarentena necessario para as pesquisas experimentais
com animais, todos os procedimentos pré e pos-operatorios, foram realizados por
Médicos Veterinarios professores da Faculdade de Veterinaria da Universidade de

Santo Amaro, sendo todos os atos cirurgicos realizadodos pelo autor deste trabalho.

Na anestesia geral foi utilizado, por via endovenosa, o Acepram a 2% como
pré-anestésico na proporgdo de 0,1 a 0,2 mg/kg. Por via intramuscular foi aplicado o

indutor Propofol na proporgao de 3mg/kg. (Fig. 11 e 12).

Os animais foram deitados na posicdo de decubito lateral (Fig.12) e
devidamente imobilizados para um perfeito acesso cirurgico. Durante todo o
procedimento cirurgico, os animais foram mantidos sob anestesia inalatéria com

Halotano administrado conforme a necessidade cirGrgica. Um cateter n°® 22 foi
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posicionado na veia cefalica do membro anterior para a administracdo de outros
farmacos bem como para a infusdo de soro fisiolégico com vistas a manutencdo da

hidratacéo e volemia durante todo o procedimento operatério (Fig. 12).

CIRURGIA DE ENXERTO COM PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Apods a tricotomia da regiao do terco médio lateral da tibia e execugéo da
antissepsia, feita com alcool iodado foi instalados os campos operatérios, deixando

exposto apenas o local a ser operado (Fig. 13 e 14).

O tecido 6sseo foi exposto apos cuidadosa incisao da pele (lamina 22) com
aproximadamente 4,0 cm de extensdo no sentido proximo-distal (Fig.15), seguida da

divulsao do tecido subcutaneo.

Com a exposigdo oOssea (Fig.16), procedeu-se a confeccdo de duas
osteotomias em forma circular, uma proximal e outra distal, com uma distancia entre
si de 2,0 cm, na regido médio-lateral de cada tibia. Para tanto, foram utilizadas
fresas cirargicas acopladas em contra-angulo redutor de 16:1 a uma velocidade de
1500 rpm sob forte irrigagdo com soro fisiolégico. Foram utilizadas em seqiéncia,
uma fresa de 2.0mm de diametro até uma profundidade de 10mm e em seguida,
uma fresa-piloto para que finalmente a fresa de 3,0 mm de diametro desse o término

das osteotomias (Fig.17).

As osteotomias proximais foram preenchidas com plasma rico em plaquetas e

as distais com coagulo sanguineo, que foi utilizado como controle (Fig.18).
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No espagco entre as osteotomias, foram instalados dispositivos metalicos
cirargicos para a demarcagcao das areas preenchidas facilitando, assim a remocao

dos fragmentos ésseos para estudo histolégico (Fig. 19).

Procedeu-se as suturas em planos com pontos interrompidos utilizando-se fio
de mononylon 3,0 (Fig 20). Os animais foram medicados com Benzatina em uma

dose de 40.000 u/kg por trés dias.
OBTENGAO DOS FRAGMENTOS OSSEOS PARA EXAME HISTOLOGICO:

Decorridos os tempos de sete, 14, 21 e 28 dias, conforme protocolo da A
.D.A., os animais foram novamente submetidos a anestesia geral com a utilizagao do
mesmo protocolo descrito anteriormente. Foi realizada, entdo uma nova cirurgia para

a obtencao dos fragmentos 0sseos.

Todos os passos cirurgicos foram repetidos e as areas pré-determinadas
foram removidas com uma fresa trefina de 5,0mm de diametro e postas uma solugéo
de formol a 10%. Novamente as incisées foram suturadas e os animais medicados

(Figs. 21 a 25).

As pegas, entdo foram preparadas pelo Laboratério de Histologia da Unisa.

TECNICA DE PREPARO DAS LAMINAS

O preparo das laminas seguiu o protocolo para coloragdo com hematoxacilina

e eosina.
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HISTOMORFOMETRIA

Os materiais colhidos foram examinados tanto no aspecto histolégico como
no aspecto histomorfométrico, para a mensuragdo € comparacao da espessura do

trabeculado 6sseo nas amostras controle como nas amostras com PRP.

Todas as leituras das amostras foram feitas utilizando-se um mesmo aumento

da forma descrita a seguir.

Em cada tempo mensuramos trés trabéculas diferentes escolhidas de forma
aleatéria. Em cada trabécula mediamos as extremidades e a parte central,
somavamos esses trés valores e dividiamos novamente por trés. Com isso,
tinhamos trés medidas para cada periodo estudado. Somavamos estas medidas e
dividiamos novamente por trés, e entdo, obtinhamos a média da espessura das

trabéculas em cada tempo.




TECNICA CIRURGICA

Fig. 2: Sangue coletado nos tubos de Vacutainer de 4,5ml com

citrato de sédio a 3,2%.
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Fig. 4: Separagdo da porgao celular( hemacias) da porgao plasma

tica (plaquetas e leucocitos).
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Fig. 5: Aspiragao da porgéo plasmatica.

CENTRIFUGA

Fig. 6: 22 centrifugacdo a 200g (1100rpm) durante15 minutos.
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Fig. 7:Tubo apés a segunda centrifugagcdo, mostrando o botdo
plaquetario.

Fig. 8: Terco final do tubo contendo o plasma rico em plaquetas.
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Fig.9: Adigao de cloreto de calcio a 10% na proporgao de 50ul/ml de
PRP.

Fig. 10: Gel de PRP formado aproximadamente apos 10 min.



Fig. 11: Indugéo anestésica.

Fig. 12: Manuteng&o da anestesia por ventilagao do Halotano.
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Fig. 13: Tricotomia da area a ser operada.

Fig. 14: Antissepsia com alcool iodado.
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Fig. 15: Incisdo da pele.

Fig. 16: Exposicao do osso.
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tibia.
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Fig. 17: Inicio da osteotomia sob forte irrigacdo com soro fisiologico.

Fig.18: Enxerto com PRP na osteotomia proximal do terco médio da



Fig.19: Dispositivos metalicos instalados.

Fig. 20: Sutura com fio mononylon 3,0.
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CIRURGIA PARA OBTENGAO DAS AMOSTRAS DE TECIDO OSSEO.
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Fig. 22: Demarcacao das areas a serem removidas.
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Fig. 23: Obtengao da amostra de tecido ésseo.

Fig. 24: Fragmento 6sseo colhido com fresa trefina com 5,0mm de

diametro externo.



Fig. 25: Sutura final.
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RESULTADOQOS

Os resultados foram obtidos apds exame das amostras nos tempos de sete,
14, 21 e 28 dias. As amostras referentes aos casos tratados com plasma rico em
plaquetas foram comparados com as amostras controle nos tempos pré-

determinados.

As amostras foram avaliadas histologicamente para a descrigdo das
caracteristicas em cada tempo estudado. Para a complementagdo do estudo foi
realizada a histomorfométria das amostras, na qual foram medidas as espessuras
das trabéculas 6sseas, em um mesmo plano e com o0 mesmo aumento, em todos 0s

tempos estudados.

{m

250

200 /
1= / ~PRP.
100 /——F’/‘. —— COéglﬂo

ol &

0 I I I
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias




JNTS A - Universidade Santo Amare

Biblioteca Campus | _

! e

Analise do grafico

Como se evidencia no grafico na pagina anterior, o crescimento ésseo na
area preenchida com coagulo sangiiineo demonstra que a formacao 6ssea se da de
maneira crescente e homogénea. No periodo entre sete e 14 dias, notamos maior
nivel de crescimento 6sseo. Nos tempos de 14, 21 e 28 dias o crescimento se
mostra constante, porém é nitido que a regeneragdo 6ssea apresenta aumento do
trabeculado com menor intensidade.

Ja na area preenchida com plasma rico em plaquetas notamos, desde o
primeiro tempo estudado, presenga de um trabeculado mais espesso, nos tempos
seguintes o crescimento ésseo continua constante, porém a partir do 21° dia
notamos uma intensificagdo na deposicao 6ssea aumentando consideravelmente em
relagcao ao tempo-controle.

Esse achado vem a concordar com Marx (1998), que declarou que 0'4?
enxertos 6sseos com plasma rico em plaquetas aumentam em até 30% a densidade
do trabeculado 6sseo neoformado e, com isso, aumenta a quantidade e a qualidade/f

da area regenerada.
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Tabela demonstrando os resultados da mensuragdo da espessura do

trabeculado 6sseo nos tempos de sete,14, 21 e 28 dias em um mesmo plano e no

aumento de 150x.

07 dias 14 dias 21 dias 28 dias
P.R.P. 60pm 154,6um 166um 194,8pym
Coagulo 53,2um 123,06pm 124pm 129,4pym

Para a obtencdo destes valores, medimos a espessura do trabeculado 6sseo em trés

trabéculas por tempo.Cada trabécula foi medida em trés areas, extremidades e meio.

07 dias PRP
T1=52+55+50=157/3=52,3
T2=55+55+60=170/3=56,6
T3=70+78+65=213/3=71

Média das trabéculas:
52,3+56,6+71=179,9/3=60pum
14 dias PRP
T1=200+190+175=565/3=188,3
T2=140+135+125=400/3=133,3
T3=153+158+116=427/3=142,3
Media das trabéculas:
188,3+133,3+142,3=463,93/3=154,6pym
21dias PRP
T1=200+180+184=564/3=188
T2=195+210+160=565/3=188
T3=130+125+110=365/3=121,6
Média das trabéculas:
188+188+121,6=497/3=166um
28 dias PRP
T1=155+130+103=390/3=130
T2=310+265+150=725/3=241,6
T3=235+175+240=650/3=216,6
Média das trabéculas:
130+241,6+216,6=584,66/3=194,8um

07 dias coagulo
T1=36+53+55=144/3=48
T2=70+55+45=170/3=56,6
T3=50+70+45=165/3=55

Média das trabéculas:
48+56,6+55=159,6/3=53,2pym

14 dias coagulo
T1=138+145+118=401/3=133,6
T2=85+115+168=368/3= 122,6
T3=105+122+112=339/3=113
Média das trabéculas:
133,6+122,6+113=369,2/3=123,06pm
21 dias coagulo
T1=150+130+135=415/3=138,3
T2=165+160+159=484/3=161,33
T3=80+75+68=227/3 =743
Média das trabéculas:
138,3+161,3+74,3=373,9/3=124pm
28 dias coagulo
T1=110+150+150=410/3=136,6
T2=118+130+110=358/3=119,3
T3=135+138+124=397/3=132,3
Média das trabéculas:
136,6+119,3+132,3=388,3/3=129,4pym
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EXAME DAS AMOSTRAS RELATIVAS AO PERIODO DE 07 DIAS

Coagulo sangiiineo

Trabéculas Osseas: Observam-se pequenas formagdes ésseas (trabéculas
neoformadas), em varias diregbes.Esse trabeculado 6sseo necoformado possui uma
afinidade ténue pelos corantes, apresentando uma coloragao rosa clara. Ao redor
destas trabéculas 6sseas nota-se a presenga de osteoblastos que, na sua maioria,
apresentam uma coloracgdo roxa, caracterizando um baixo teor de atividade. Nota-se
uma cromatina condensada, porém em algumas trabéculas os osteoblastos
possuem a cromatina desespiralizada, com isso caracterizando uma intensa
atividade metabdlica.

Tecido conjuntivo: Apresenta-se como um tecido conjuntivo denso néo
modelado. A populacdo celular predominante & formada por fibrobiastos, células
mesenquimais indiferenciadas e osteoblastos jovens.

Figura A: Inicio da formagdo das trabéculas 6sseas com presenca de

tecido mesenquimal e osteoblastos.



Figura B: Corte histolégico da amostra com coagulo no periodo de sete
dias, em um aumento de 400x. Presenca de trabeculado ésseo neoformado e

iniumeros osteoblastos.



Figura B: Corte histologico da amostra com coagulo no periodo de sete
dias, em um aumento de 400x. Presenga de trabeculado 6sseo neoformado e

inimeros ostecblastos.
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Plasma rico em plaquetas (07 dias)

Trabeculado 6sseo: Nesse tempo foi observado um trabeculado 6sseo
neoformado com coloragdo acentuado demonstrando um trabeculado ésseo com
maior grau de maturidade. Podem-se ver inimeros ostedcitos inclusos no
trabeculado e ao redor de todas as trabéculas uma grande populagéo de
osteoblastos que apresentam-se com a cromatina frouxa, caracterizando uma alta
atividade metabdlica.

Tecido conjuntive: E digno de nota que a presenga do tecido conjuntivo denso
ndo modelado dispde-se de maneira a um agrupamento dos feixes de colageno,
orientados para a formagéo de novas trabéculas 6sseas. Pode ser observada uma
grande quantidade de fibroblastos acompanhando este feixe colageno, assim como
muitas células mesenquimais indiferenciadas e alguns osteoblastos jovens.

Figura C: Corte da amostra com P.R.P. (plasma rico em plaquetas) no
periodo de sete dias em um aumento de 50x. Observar o aumento do numero de
osteoblastos em relagdo ao coagulo e presenca de maior formagao do trabeculado
0sseo.
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Figura D: Corte da amostra com P.R.P. (plasma rico em plaquetas) no
periodo de sete dias em um aumento de 400x. Notar a qualidade de trabecula

neoformada circundada por inimeros osteoblastos.
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Comparacao entre os cortes com coagulo e com plasma rico em plaquetas no

corte de sete dias e grafico da histomorfometria.
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EXAME DAS AMOSTRAS RELATIVAS NO PERIODO DE 14 DIAS:

Coagulo sangiiineo:

Trabéculas ésseas: Apresentam-se com tamanhos variados e coloragao rosa
- clara, possuindo em seu interior uma populagdo de ostedcitos distribuidos
aleatoriamente. Nas trabéculas oOsseas formadas anteriormente € pequena a
presenca de osteoblastos, porém nas trabéculas recém-formadas podem-se
observar osteoblastos jovens aderidos ao trabeculado 6sseo e uma populagao de
ostedcitos recém-incluidos.

Tecido conjuntivo: O tecido conjuntivo caracteriza-se como um tecido
conjuntivo frouxo.

Figura E: Corte histologico da amostra com coagulo no periodo de 14
dias em um aumento de 100x. Observar o trabeculado dsseo neoformado ja em
definicdo, com a presenga de osteécitos no interior do trabeculado.
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Figura F: Corte histolégico da amostra com coagulo no periodo de 14
dias em um aumento de 400x. Notar a definigdo do trabeculado necformado com
recém-inclusao dos ostedcitos. Notamos também vasos sanglineos e osteoclastos,

caracterizando a remodelagéo éssea.

Plasma rico em plaquetas (14 dias)

Trabeculado ésseo: Apresenta-se bem corado caracterizando uma trabécula
madura e em seu interior, pode ser observado a grande populagédo de ostedcitos. E
importante notar a grande quantidade de osteoblastos com uma cromatina frouxa
mostrando grande atividade metabdlica.

Tecido conjuntivo: Apresenta-se frouxo com presenca de fibras colagenas em
orientagdo para a formagédo de novas trabéculas 6sseas. Podemos ver, também,
grande quantidade de células osteoprogenitoras entremeando as fibras colagenas.
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Figura G: Corte histolégico da amostra com P.R.P. (plasma rico em plaquetas) no
periodo de 14 dias em um aumento de 50x. Presenga de grande trabeculado 6sseo neoformado
interligado entre si. Observar ainda o grande nimero de osteoblastos presentes no trabeculado.

Figura H: Corte histolégico da amostra com P.R.P. (plasma rico em plaquetas)
no pericdo de 14 dias em um aumento de 400x. Figura determinante, pois revela uma
diferenca consideravel em relagdo ao nimero de osteoblastos presentes circundando o
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trabeculado 6sseo, se comparado com o corte no mesmo periodo sem o P.R.P. Também

notamos osteoclastos demonstrando a reabsorgdo 6ssea.

Comparagao entre os cortes com coaguio e com plasma rico em plaquetas no

tempo de 14 dias e grafico da histomorfometria.
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EXAME DAS AMOSTRAS RELATIVAS AO PERIODO DE 21 DIAS:

Coagulo sangiiineo

Nota-se a presenca de um trabeculado ésseo em boa quantidade, com menor
guantidade de osteoblastos aderidos as trabéculas o6sseas. Podemos notar a
presenca de osteodcitos em seu interior mostrando a maturagao do tecido 6sseo,
porém existe ainda uma grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo entre as

trabéculas 6sseas, mostrando pequena densidade éssea.

Plasma rico em plaquetas

Podemos observar uma grande quantidade de trabéculas 6sseas bem
interligadas, com densidade éssea final formando um emaranhado com a presenca
de cavidades que apresentam em seu interior um tecido conjuntivo frouxo com a
presenca de vasos sanglineos do tipo capilar demonstrando a boa capacidade de
nutricdo desta area. Podemos observar também a presenca de um tecido medular e
suas células mesenquimais indiferenciadas.

Em contato com as trabéculas 6sseas, encontramos osteoblastos que se
apresentam com a cromatina frouxa e seus citoplasmas com discreta coloracdo
basdfila, o que caracteriza uma baixa atividade funcional das células. Podemos notar
também, a presenca de osteoclastos que neste estagio caracteriza o processo de

remodelagao dssea.
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Figura I: Corte histologico da amostra com coagulo no periodo de 21 dias,
em um aumento de 50x. Notar a presenga de trabeuculado ésseo ja bem definido
com linhas de aposicdo e reabsorg@o 6sseas presentes, porém com grande espago

entre as trabéculas.

Figura J: Corte histol6gico da amostra com coagulo no periodo de 21 dias,
em um aumento de 400x. Presenca de osteocitos nas trabéculas 6sseas, mostrando

a mudanga para um osso maduro.
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Figura K: Corte histologico da lamina com P.R.P. (plasma rico em
plaguetas) no periodo de 21 dias em um aumento de 50x. Notar o maier aumento da
densidade do trabeculado 6sseoc em relagdo ao periodo similar sem o P.R.P.
Presenga de inimeros osteoblastos e ostedcitos, bem com varios vasos sangiiineos

entre as trabéculas 0sseas.

Figura L: Corte histolégico da amostra com P.R.P. (plasma rico em
plaquetas) no periodo de 21 dias, em um aumento de 100x. Observar a maturagao

Ossea e vasos sanglineos para nutricéo da area.
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Comparagao entre os cortes com coaguio e com plasma rico em plaquetas no

tempo de 21 dias, e grafico da histomorfometria.
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EXAME DAS AMOSTRAS RELATIVAS AO PERIODO DE 28 DIAS
Coagulo sangiiineo

Pode-se observar uma boa qualidade do trabeculado 6sseo neoformado,
porém com grandes areas entre as trabéculas, demonstrando a pouca densidade
dssea. E presente também area de medula 6ssea com células hematopoiéticas em
seu interior.

Plasma rico em plaquetas:

E nitida a diferenca entre as laminas neste tempo. Observa-se enorme
quantidade de trabeculado ésseo neoformado, com poucos espagos medulares
assim como a interligagao das trabéculas ésseas. Podemos visualizar uma grande
quantidade de ostedcitos no interior do trabeculado 6sseo. E digno de nota a
presenca de sistemas de Havers em formagao que, sem sombra de davidas, confere
uma otima mineralizagdo assim como a qualidade e densidade do tecido 6sseo
neoformado.

A medula 6ssea apresenta-se em maior quantidade, com varios nucleos de
células hematopoiéticas em seu interior.



57

Figura M: Corte histoloégico da amostra com coagulo no periodo de 28
dias, em um aumento de 100x. Perceber a total maturagéo dssea.

Figura N: Corte histolégico da amostra com coagulo no periodo de 28
dias, em um aumento de 400x. Notar a presenga da interligagdo das trabéculas
6sseas, assim como novas trabéculas em formacao.
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Figura O: Corte histolégico da lamina com P.RP. (plasma rico em
plaquetas) no periodo de 28 dias, em um aumento de 100x. Observar a grande
densidade 6ssea devido ao volume de trabéculas neoformadas e perfeitamente

interligadas entre si.

Figura P: Corte histologico da amostra com P.R.P. (plasma rico em
plaquetas) no periodo de 28 dias, em um aumento de 400x. Notar a neoformagao

6ssea a partir do osso preexistente, com inimeros ostedcitos e osteoblastos.
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Comparagéo entre as cortes com coagulo e com plasma rico em plaquetas no

tempo de 28 dias, e grafico da histomorfometria.
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DISCUSSAO

Com os resultados apresentados por autores como Marx e Garg (1998), entre
tantos outros, tornou-se quase imperativo o uso do plasma rico em plaquetas em
procedimentos reconstrutivos. Um modelo de regeneragao de enxertos 0sseos
proposto por (MARX e GARG,1998) mostra com clareza a agao do PDGF e do TGF

durante o processo de maturagdo do enxerto 6sseo.

No momento da instalagdo do enxerto, encontramos na area receptora uma
condigio onde o pH local gira em torno de 7,42 e o gradiente de oxigénio é de 45-
55mmHg, ou seja, uma condi¢cdo de normalidade.O enxerto autégeno que sera
instalado nesta area possui, além de outras células 6sseas contidas em seu interior,
leucdcitos, hemacias e plaquetas que serao fundamentais no desenvolvimento da
regeneragdo, além de células mesenquimais indiferenciadas.O pH do enxerto
encontra-se acido por volta de 4-6, devido a um baixo gradiente de oxigénio, que

varia de 5-10mmHg.

Os fatores de crescimento comegam a agir a partir da degranulagéo das
plaguetas, que ocorre devido ao contato com colageno exposto da ferida.O primeiro

fator a aparecer € o PDGF.

Este fator promove a mitogenese das células mesenquimais indiferenciadas e
dos osteoblastos endésteos oriundos do enxerto, que sofrerdo grande aumento em
seu numero. Ao mesmo tempo uma proliferacdo de capilares, decorrente da
angiogénese estimulada também pelo PDGF, garante aos poucos a nutricéo e a

oxigenacao da area.
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Um segundo fator de crescimento a interferir positivamente € o TGF-f, que
ativa fibroblastos e monécitos a entrarem em mitose para um aumento do nimero e
conseqiientemente caminhando para uma diferehciac,:éo em osteoblastos.Com a
continuacdo da secregdo de TGF-B, este influencia a deposicédo de matriz 6ssea €

de matriz colagena que suportara a invaginagéo dos capilares.

Apés o terceiro dia ja & possivel observar a presenca de capilares invadindo o
enxerto, sendo que ao redor do décimo quarto dia o enxerto esta totalmente

vascularizado.

Em nossos achados, no principio da regeneracédo 6ssea, € grande a presenca
de osteoblastos em relagdo ao tempo controle e também podemos observar
trabéculas jovens em formagdo, ao passo que no tempo controle vemos poucas
trabéculas 6sseas em formagéo e muitos feixes de fibras colagenas com presenca

de fibroblastos se orientando na formagéo de um novo trabeculado 6sseo.

Marx (1999) cita, nesta descricdo, que por volta da segunda semana, o
enxerto ja esta totalmente vascularizado o que corresponde & verdade, pois
podemos encontramos em nosso trabalho, nas amostras com PRP, muitos vasos
sanglineos que nutrem permanentemente esta area, além de trabéculas bem
formadas, com grande interligagdo entre ambas e principalmente um nimero muito
grande de osteoblastos aderidos a essas trabéculas, sugerindo uma grande
atividade celular de sintese de matriz 6ssea superior ao mesmo tempo na amostra

controle.

Ao final do primeiro més, o gradiente de oxigénio torna-se normal, eliminando

assim a atividade dos macréfagos que substituiram as plaquetas apés o quinto dia.
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A partir desse tempo o enxerto torna-se auto-sustentado, sendo ainda um enxerto
imaturo com osso jovem, sem a presenca de osso lamelar. Neste estagio, o fator de
crescimento responsavel pela maturagdo do enxerto € o IGF | e Il, que sao
secretados pelos osteoblastos agindo em outros osteoblastos e pelos osteoclastos
responsaveis pela reabsor¢ao 6ssea, com isso liberando mais BMPs que fazem a
diferenciagdo celular das células mesenquimais indiferenciadas em novos

osteoblastos.

Durante a terceira e quarta semana consecutivamente, nota-se a presenca de
um ostedide, que se aproveita da rede de fibrina presente para usa-la com uma
armacdo com o objetivo de servir a maturagéo éssea. Este processo € conhecido
como osseocondugdo. Podemos denominar este periodo de fase1 da regeneragao
6ssea que se completa totalmente entre 28 a 42 dias, pois ha a produgao e
mineralizagao de um osteéide suficiente para permitir a fungéo do enxerto.Apés esse
periodo inicia-se a fase dois da regeneracéo, que se caracteriza por ser uma fase

menos celular, mais mineralizada, e mais organizada estruturalmente.

Nas analises feitas no periodo final do nosso experimento, encontramos um
trabeculado muito bem definido, em grande quantidade e com simetria e
homogeneidade entre as trabéculas. A presenca de sistema de Havers confere a
caracteristica de um osso jovem, porém maduro. Nas amostras-controle, a unica
diferenca é a quantidade do trabeculado que se apresenta diminuida e com pouca

simetria entre as trabéculas.

Nosso resultado confirma o resultado descrito por Marx e Garg (1998) de que

a densidade do tecido ésseo encontrado, quando do uso do PRP, era de 15 a 30%
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maior em relagdo ao normal, ja que o. Em nossa histomorfometria encontramos um

resultado similar apresentado pelos referidos autores.

Nosso estudo vem a concordar com um trabalho feito por Leme (2002), na
qual foram feitos enxertos de plasma rico em plaquetas, elaborado segundo o
protocolo proposto por Rossi Jr., Leme e Pispico (2001), em cavidades feitas em
mandibula de caes da raca Beagle, e estudados nos mesmos tempos de nosso

estudo.

Além da total concordancia em relagdo aos achados histologicos,
demonstramos histomorfometricamente uma crescente aposicdo Ossea nas
trabéculas das osteotomias preenchidas com plasma rico em plaquetas,

aumentando consideravelmente a espessura do trabeculado ésseo.

Em relagéo ao protocolo utilizado neste estudo, este € similar a varios outros
protocolos na literatura mundial. Porém, Marx em 2001 citou que as centrifugas
utilizadas na maioria dos protocolos ndo € a ideal, pois se trata de um aparelho para
diagnéstico, com o que concordamos; porém este autor afirmou que n&o € possivel
obter a quantidade de plaquetas necessaria para a formagéo do PRP, além de nao
ser aprovada para a obtengdo de PRP pela FDA (Food and Droug Administration).
Neste aspecto somos completamente discordantes, pois o protocolo utilizado foi
exaustivamente pesquisado e de completa eficiéncia, haja vista o resultado das

laminas apresentadas.

Outro aspecto que pode gerar discordancia € o uso de trombina bovina ou
tromboplastina (Soluplastin Wiener lab. Fator lll, obtido de cérebro de coelho) para a
obtecdo do gel de PRP. Segundo Landesberg (1998), o uso dessas proteinas

animais poderia estimular a producédo de anticorpos contra o fator V da coagulagao,
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gerando conseqilentemente uma coagulopatia no paciente que recebesse um
enxerto com o P.R.P. Apesar de encontrarmos na literatura varios autores (ROSSI
Jr., LEME e PISPICO 2001; MARX e GARG, 1998) que utilizam estas proteinas para
obter o gel sem qualquer evidéncia de coagulopatias, & possivel obter um gel com
otima consisténcia utilizando apenas o cloreto de calcio a 10%, em

aproximadamente 10 minutos (JAHN 2002).

Encontramos, porém, autores que discordam da eficacia do plasma rico em
plaquetas como indutor tecidual, como Shanamann, Fistein e Danesh-Meyer (2001)
que em trés casos clinicos usou PRP e osso liofilizado humano e em seus
resultados histologicos obtidos ap6s cinco meses, concluiram que a adigdo de PRP
a materiais de enxerto e osso autégeno parece nao aumentar a qualidade do osso
neoformado: os autores ndo citam em seu trabalho qual andlise histologica eles
utilizaram. Nossos achados foram baseados em estudos de histomorfometria e

demonstraram exatamente ao contrario.

Kassolis, Rosen e Reynolds (2000) utilizaram o PRP adicionado de osso
liofilizado em 15 casos de enxerto de seio maxilar e aumento do rebordo 6sseo. Os
autores demonstraram em seus estudos histolégicos feitos nos tempos de quatro e
cinco meses que este tipo de enxerto suporta a formagdo de osso novo, porém
também nao conseguiram mensurar se a adicao de PRP realmente aumenta a taxa
de formagdo e maturagdo Ossea.Nesse estudo, porém, os autores nao utilizaram
nenhum caso clinico sem o PRP para que se pudesse fazer uma real comparacgao

entre as duas técnicas.

Froum, Wallace e Tarnow (2002) usaram o PRP adicionado de osso liofilizado

bovino em trés casos de enxerto bilateral de seio maxilar contendo uma minima ou
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nenhuma quantidade de osso autoégeno. Em seus resultados histolégicos os autores
n3o encontram evidencias de que o PRP realmente ajuda na produgéo de osso vital,
ou ao redor de implantes. Os autores também n&o relataram um caso-controle para

a devida comparacao.

E de suma importancia de se enfatize que a agdo dos fatores de crescimento
presentes nas plaquetas é relativamente curta, segundo Marx (2001); em 10 minutos
as plaquetas secretam 70% dos fatores contidos nos granulos o e terminam a
secrecido dos 100% em uma hora. Essas plaquetas sintetizam mais fatores de

crescimento adicionais por mais oito dias em média antes de morrerem.

Lynch et al. (1991) mostraram que a agédo do PDGF-B é de 4,2h caindo para
menos de 4% ap6s 96h; o IGF-I tem uma duragéo de apenas trés horas, apés estes
primeiros trés a cinco dias os macrofagos substituem as plaquetas, na liberacao dos
fatores de crescimento por mais 30 dias no méaximo.Isso mostra que a agao principal

do PRP esta no estagio inicial da reparagéo e nao durante sua remodelagao tardia.

Nos estagios iniciais, o plasma rico em plaquetas faz aumentar o numero de
células 6sseas e com isso aumenta a deposigdo de matriz que, conseqiientemente
aumentara, a densidade e qualidade 6ssea neoformada. Nos tempos estudados por
autores, que avaliaram a agdo do PRP apds cinco ou seis meses, nunca sera
possivel a observagéo da agédo do plasma rico em plaquetas, pois neste periodo o

0sso encontra-se em plena remodelagao.

Ao nosso ver, a utilizagdo do PRP nos procedimentos cirurgicos torna-se
fundamental e um importante fator que influenciara favoravelmente o prognéstico de

nossos trabalhos regenerativos.
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CONCLUSOES

Apds a andlise dos resultados obtidos a partir da leitura das laminas no

aspecto histolégico e histomorfométrico, o autor péde concluir que:

12 Em todas as amostras pode-se notar uma diferenca estrutural e celular
sempre mostrando que as amostras com plasma rico em plaquetas possuem uma
maior quantidade celular, melhor organizacdo do trabeculado désseo e uma
homogeneidade do crescimento. Porém, notamos um aumento constante na
densidade éssea devido ao aumento da espessura das trabéculas, com isso

diminuindo a espago medular.

2° O plasma rico em plaquetas mostra-se um excelente indutor na

regeneracgao ossea quando utilizado como enxerto dsseo.

3° O protocolo utilizado neste experimento e preconizado pela disciplina de
implantodontia da Unisa mostrou-se eficaz e passivel de uso clinico diario devida a
sua facilidade de execugédo e custos relativamente acessiveis aos profissionais da

area Médica.
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APENDICE - A

CONCEITOS BASICOS

Para que possamos discutir com maior propriedade o uso do plasma rico em
plaquetas no reparo do tecido 6sseo se faz necessaria uma explanagéo inicial sobre

estes dois temas.

Tecido 6sseo — composigao e reparacao

Como sabemos, o tecido o6sseo apresenta como funcdo basica a
sustentacdo do corpo, armazenamento de célcio e outros minerais, assim como a

homeostase mineral.

E constituido por uma porgdo inorganica formada por cristais de
hidroxiapatita, flior e magnésio e uma porgdo organica composta de fibras

colagenas e células.

As células sao identificadas em relagdo ao metabolismo e a histofisiologia
ossea. Os osteoblastos, osteocitos e osteoclastos e sdo intimamente relacionados
entre si.Os osteoblastos s@o originarios das células osteoprogenitoras, ndo sendo
encontrados em divisdo celular, a ndo ser os osteoblastos jovens na presenca de
fatores de crescimento. Estas células localizam-se nas regides periféricas e

trabeculares.
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Quando encontrados em sua fase blastica, sintetizam a matriz organica do
osso e quando englobados pela propria matriz sintetizada recebem a denominagao
se ostedcitos e localizam-se dentro dos osteoplastos. Vale ressaltar que os

ostedcitos mantém sua atividade metabodlica.

Os osteoclastos s@o células oriundas da jungdo dos macréfagos com os
mondcitos vindos do sangue ou mesmo da unido de varios osteoblastos. Estao
associados ao processo de reabsorgdo Ossea. Sdo de extrema importancia nos
processos regenerativos, pois sua atuacdo € responsavel pela liberagdo das
proteinas morfogenéticas do osso, fundamentais no estimulo das células

mesenquimais indiferenciadas a transformarem-se em osteoblastos.

Classificamos o tecido 6sseo em cortical, trabecular e medular. O osso
cortical € denso, revestindo a epifise dos ossos longos e a superficie dos ossos
planos. E formado por canais de Havers onde encontramos um vaso central en\-folto
por lamelas concéntricas de colageno tipo | mineralizado. Esses sistemas sao
cimentados entre si, dando origem ao que chamamos de osteons.

Perpendicularmente aos canais de Havers, encontramos os canais de Volkmann.

O osso trabecular, por sua disposigao tridimensional, abriga em seu interior
o osso medular responsavel pela fungdo metabodlica e formacdo de células

sangliineas e osteoprogenitoras.

Devemos atentar para o fato de que o osso apesar, de uma estrutura rigida,
estd em constante atividade metabdlica representada pela reabsorgédo e

neoformacéo 6ssea denominada de remodelagao Ossea.
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Terminologia utilizada no estudo dos processos reparacionais.

A reparacdo pode ser definida como a substituicdo das células lesadas na

agressao, por outras células sadias.
Esta reparacéo pode se dar de duas formas distintas:

Regeneragdo: é a substituicdo de células lesadas por outras de mesmas

morfologia e fungao.

Cicatrizagdo: & a substituicdo de células lesadas por tecido colageno,
cicatricial.

Em ambas as formas, ocorre a cura da lesdo, sendo que a diferenga entre

elas é que, na cicatrizagéo, ocorre a perda da fungédo (Rossi Jr., 1990).
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APENDICE - B

PLASMA RICO EM PLAQUETAS

E grande o interesse de pesquisadores em varios centros cientificos, na
procura por novas técnicas e materiais que possam facilitar os processos
regenerativos, assim como, minimizar a morbidade cirargica ligada as técnicas

reconstrutivas atuais.

Dentre os mais recentes achados, podemos considerar o plasma rico em
plaquetas como um dos mais importantes avancos na area da Bioengenharia

tecidual.

Lynch et al. (1989) definiram o PRP como um produto derivado do sangue
autdégeno por processo laboratorial, colhido em periodo pré-operatério e rico em

fatores de crescimento originarios dos granulos «- plaquetarios.

Outras denominagdes também podem ser encontradas na literatura cientifica,
plasma autégeno de plaquetas, plasma enriquecido com plaquetas, plasma rico em
fatores de crescimento, concentrado de plaquetas e gel de plaquetas (ANITUA,

1999; LYNCH et al., 1989, MARX et al.,1998).

Em 2002, Tichler denominou de PRP uma pequena porgdo de fatores de
crescimento obtida a partir de uma pequena fracdo de sangue do paciente, por

varios processos de centrifugagao.
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Atualmente, considera-se a obtencéo de plasma rico em plaquetas quando se
consegue uma concentragdo de 1.000.000 de plaquetas por ul em um volume de

5ml de plasma rico em plaquetas (MARX 2001).

Como vantagens do seu uso, podemos citar o fato de o PRP ser um produto
organico, atoéxico e nao-imunorreativo, que tem sido usado para acelerar os
caminhos da cicatrizacdo da ferida cirirgica, devido a presenca de fatores de

crescimento (ANITUA, 1999; MARX, 1998; WHITMAN, 1997).

Com o intuito de aumentar a concentracdo desses fatores de crescimento nos
sitios traumatizados, ou onde sera colocado um implante endésteo, varios
pesquisadores tém estudado a possibilidade de aplicar plasma rico em plaquetas
(PRP), como fonte rica de elementos celulares requeridos pelo organismo naquele
sitio, de modo que os fatores de proliferagéo e diferenciacéo celular possam garantir
a geracdo de quantidade suficiente de células novas e promover a regeneracao
6ssea. O uso dos fatores de crescimento abre uma “nova fronteira” na terapia clinica
e cria um paradigma que afeta todos os segmentos das profissdes ligadas a area da
salde (LYNCH, 1991; BECKER et al., 1992; LIND, 1996, MARX et al., 1998;

ANITUA, 1999; MARX e GARG, 1999).

Ja é conhecido que em todo o ferimento se forma um coagulo que inicia o
processo de cicatrizagdo. Um coagulo sangiiineo contém 95% de globulos
vermelhos, 5% de plaquetas e menos de 1% de gldbulos brancos junto com fibrinas.
O PRP contém 4% de globulos vermelhos, 95% de plaquetas e 1% de globulos
brancos. Portanto, o PRP enriquece o coagulo sangiiineo natural no local da lesao,
pois as plaquetas sdo um reservatério importante de fatores de crescimento que

aceleram o processo de cicatrizagao.
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Por exemplo, o PRP misturado a um enxerto 6sseo resulta em um taxa de
maturagdo de 1,6 a 2,2 vezes maiores que os enxertos de 0osso que ndo receberam
o plasma, resultando em quantidade e densidade maior de osso, como relata Marx

et al. (1998).

Atualmente, estudos e experiéncias com o PRP adicionado ao enxerto, tém
mostrado que ocorre uma consolidagdo mais rapida e a mineralizagao do enxerto na
metade do tempo, além da melhora de 15% a 30% na densidade do osso trabecular
(MARX et al., 1998) O conceito é que o PRP, que € um coagulo de fibrina (as vezes
referido como uma cola de fibrina) & rico em plaquetas que liberam, em periodos

ciclicos, os fatores de crescimento PDGF e TGF-f.

Como componentes principais do PRP encontramos plasma, leucdcitos as

plaquetas e seus fatores de crescimento.

O plasma sangiiineo € uma solugédo aquosa contendo componentes com
pequeno e grande peso molecular, que correspondem a 10% do seu volume.As
proteinas plasmaticas correspondem a 7%, os sais inorganicos a 0,9% sendo o
restante formado por compostos organicos diversos, tais como aminoacidos,

vitaminas, hormdnios, lipoproteinas e glicose.

Os componentes do plasma com baixo peso molecular estdo em equilibrio,
nas paredes dos capilares e das vénulas, com o liquido intersticial dos tecidos. Por

isso a composicéo do plasma é um indicador da composigéao do liqlido extracelular.

As principais proteinas do plasma sdo as albuminas alfa e beta e as
gamaglobulinas e o fibrinogénio. As albuminas desempenham um papel importante

na manutencdo da pressdo osmética do sangue e as gamaglobulinas ou
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imunoglobulinas séo os anticorpos. Ja o fibrinogénio & necessario para a formagéo
da fibrina, na etapa final da coagulagdo sangiinea. Em relagdo ao PRP o
fibrinogénio & fundamental na formacdo do gel de plaquetas (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 1999).

Os leucécitos, em uma rapida exposi¢do sao células incolores, de forma
esférica quando em suspensdo no sangue, implicados na defesa celular e
imunocelular do organismo. A presenga de leucécitos no plasma rico em plaquetas
confere a este produto uma resisténcia natural aos processos infecciosos e

alérgicos, melhorando o prognéstico do tratamento (MARX et al.1998).

As plaquetas formam-se por fragmentacao do citoplasma dos megacariocitos,
que por sua vez originam-se na medula 6ssea (OLIVEIRA, 1985). Essas estruturas
tém forma de discos e apresentam-se na corrente sangiiinea em torno de 150.000 a
350.000 por mm® de sangue. Podemos observar que dois tercos das plaquetas
estdo em circulagdo, enquanto que o restante encontra-se no bago. Sua renovagéo
diaria é de cerca de 35.000 unidades possuindo um tempo médio de vida de sete a

nove dias.

Apesar de seu tamanho reduzido, as plaquetas desempenham um papel

importantissimo no processo de coagulacgéo e cicatrizagéo da ferida cirurgica.
Podemos dividir as plaquetas em trés zonas diferentes:
Zona sol-gel: é a estrutura citoesquelética das plaquetas.
Zona das organelas: composta pelos elementos de depdsito (granulos).

Sistema canalicular: responsavel pela comunicagdo com o plasma e pela rota

de liberagdo das organelas e seus produtos (OLIVEIRA, 1985).
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Devemos dar especial atengdo aos granulos «-plaquetarios, responsaveis

pela liberagdo dos fatores de crescimento quando ocorre a granulagéo plaquetaria

(MARX, 1999).

FATORES DE CRESCIMENTO TECIDUAL

Os fatores de crescimento presentes nas plaquetas, macrofagos, osteoblastos
e células endoteliais, sdo polipeptidios e agem como mediadores biolégicos que
modulam as atividades celulares fundamentais nos processos regenerativos dos
tecidos, assim como mitogénese celular, quimiotaxia e formagéo de matriz colagena.
Suas acgdes iniciam-se ao ligarem-se a receptores especificos na membrana celular

(GIANNOBILE, FINKELMAN, LYNCH, 1996; LIND, 1998).

Ao ligar-se com os receptores da membrana celular, eles ativam proteinas
sinalizadoras citoplasmaticas que ativam os genes para mitoses, causando um
aumento na populagédo de células de cicatrizagdo. Ativam também a angiogénese,
iniciando a ativacgéo capilar e dos macroéfagos, resultando no debridamento da ferida

e promovendo a origem de novos fatores de crescimento (CARLSON, 2000).

Os fatores de crescimento agem nas células osteoprogenitoras diferenciando-
as e auxiliando o trabalho das células presentes no osso pré-existente. Desta forma,
nos defeitos O0sseos maiores, onde as células O6sseas remanescentes nao sao
suficientes para induzir o reparo, os fatores de crescimento desempenham um papel

fundamental (ROSSI Jr., LEME e PiSPICO, 2001).
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Em Implantodontia, o plasma rico em plaquetas pode ser aplicado para
acelerar os enxertos Osseos, enxerto de seio maxilar, osseointegracdo e

regeneracao dos tecidos moles.

Estudos especificos sobre plasma rico em plaquetas identificaram pelo menos
trés importantes fatores de crescimento presente nos grénulos o das plaquetas
sequestradas: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fatores de
crescimento transformador p1 e B2 (TGF-B1 e TGF-p2). Outros estudos
documentaram a presenca dos fatores de crescimento semelhantes a insulina | e Il

(IGF-1 e IGF-Il) em testes com sangue periférico (MARX, 1999).

Segundo Lind (1998) os fatores de crescimento mais importantes, entre os

mais de 30 conhecidos sao:

1 - Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF): existem trés isétipos
e sdo estimuladores potentes tanto da proliferacdo quanto da sintese de matriz

protéica.

2 - Fator de crescimento de transformagao-beta (TGF-B): existem cinco
subtipos diferentes (TGF-B1 a TGF-B5). O osso e as plaquetas contém altas
quantidades deste fator de crescimento. O TGF-B é provavelmente o regulador

multifuncional mais potente do metabolismo de célula 6ssea.

3 - Fator de crescimento similar a insulina (IGF): pode ser dotipo lell e é
produzido por osteoblastos e plaquetas.O IGF-II &€ encontrado na matriz 6ssea em
alta concentragéo. A sintese de IGF-I € mediada pelo horménio de crescimento. Os

IGF estimulam a proliferagcao dos osteoblastos indiferenciados (LIND, 1998).
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4 - Proteina morfogenética do osso (BMP): existem 13 sub-tipos diferentes, do
BMP-1 ao BMP-13 e sdo os unicos fatores de crescimento conhecidos que
estimulam as células basicas mesenquimais a se diferenciar em osteoblastos e

condroblastos.

5 - Fator de crescimento de fibroblastos (FGF): esta presente na matriz éssea
nas formas acida e basica e é secretado por osteoblastos isolados. O FGF basico &
encontrado na matriz 6ssea numa concentragdo dez vezes maior que o FGF acido.
O FGF acido e basico sédo primariamente mitogénicos em células normais de 0sso,
estimulam a sintese de DNA e replicagdo in vitro, além disso, € um potente

angiogénico o que é importante para a invasao vascular do enxerto (LYNCH 1991).

FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

Carlson, em 2000, definiu que o PDGF esta envolvido em todos os processos
de cicatrizacdo devido as plaquetas exercerem duas fungdes importantes, servindo
com reserva de fatores de crescimento e sendo preponderante na hemostasia. O
PDGF parece ter varios efeitos positivos na cicatrizagdo das feridas incluindo
mitogénese, causando um aumento no nimero de células (fibroblastos), efeito
angiogénico, devido a formagao e a multiplicagdo de novos capilares, e efeitos sobre
outros fatores de crescimento e células resultando na fungdo de fibroblastos e
osteoblastos, assim como promovendo a diferenciagao e aceleragao dos efeitos dos

fatores de crescimento em outras células, como por exemplo, os macréfagos.
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O PDGF é uma glicoproteina também sintetizada por macréfagos e células
endoteliais. Em virtude de estarem presentes nas plaquetas dentro dos coagulos
sanglineos, € o primeiro fator de crescimento presente nas feridas, conduzindo a

revascularizagdo, a sintese de colageno e a regeneracgao 0ssea.

Esta glicoproteina com massa molecular de aproximadamente 30Kd possui
uma estrutura formada por duas cadeias basicas de aminoacidos PDGFa e PDGFb
(ANITUA,1999). A cadeia A é formada por 121 aminoacidos, que apresentam

similaridade de até 60% (MARX, 1999).

Esta presente com peso aproximado de 0,06 ng por milhdo de plaquetas o
que significa 6 x 10-17g ou cerca de 1200 moléculas de PDGF por plaqueta (MARX,

1999).

Segundo Ross et al. (1988), a grande quantidade deste fator de crescimento
na ferida acarretaria um aumento na atividade das células se comparado com o

coagulo somente.

FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMADOR (TGF-B)

E assim chamado por ter sido o primeiro fator de crescimento isolado dos

sarcomas (ANITUA, 1999).

Fator de crescimento transformador-a e B €& um termo utilizado para
demonstrar uma superfamilia de fatores de crescimento e diferenciacdo celular
envolvidos com a cicatrizacdo de feridas em tecidos moles e também na

regeneragao 6ssea (CARLSON, 2000).
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Os TGFs mais comuns presentes no plasma rico em plaquetas séo os TGF-
B1 e TGF-p2. Os TGF-Bs sao formados por uma estrutura dimétrica formada por
duas subunidades de 112 aminoacidos. Possuem massa molecular de
aproximadamente 25Kd e sdo formados por duas subunidades de 12.500 daltons

(ANITUA, 1999; MARX, 1999).

Esse fator de crescimento tem similaridade de até 72% entre as estruturas p1
e B2. A estrutura 1 € encontrada com abundancia nas plaquetas, nos linfocitos e

nos neutréfilos. O tipo B2 é encontrado em enxertos 6sseos, plaquetas e neutrofilos

(ANITUA, 1999).

O tecido 6sseo e as plaquetas, parecem ter 100 vezes mais TGFs do que
qualquer outro tecido, e os osteoblastos tem a maior quantidade de receptores para
os TGFs. Esses achados sugerem, que os TGFs tem sua maior importancia em

relagdo ao metabolismo ésseo (LIND,1998).

Esse fator de crescimento parece conter um mecanismo que além de iniciar a
regeneragao 6ssea parece também sustentar o processo de remodelagéo Ossea e
participando da maturacdo de enxertos 6sseos. Adicionalmente a esses beneficios
os TGFs promovem a inibicdo da formagdo de osteoclastos e reabsorgao ossea

favorecendo desta maneira a formagéo sobre a reabsorgéo éssea.

Quando estes fatores sdo extravasados pela degranulagédo das plaquetas ou
secretado pelos macréfagos, seu efeito se reflete nas células como fibroblastos,

células mesenquimais indiferenciadas e pré-osteoblastos.

A mais importante funcdo do TGF-p parece ser a quimiotaxia e mitogénese de

precursores de osteoblastos e na habilidade de estimular a deposi¢do de matriz de
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colageno para a cicatrizagdo dos tecidos moles e regeneragao 6ssea (CARLSON,

2000).

Pertencentes a esta superfamilia temos também as proteinas oésseas

morfogenéticas ou BMPs.

Essas proteinas foram descobertas e assim denominadas devido ao achado
de Urist em 1965 onde ele demonstrou o crescimento 6sseo em tecido subcutaneo
através de matriz 6ssea desmineralizada. Em 1989 e 1989 Wang, How-Lay et al.,
purificaram trés tipos de BMPs e caracterizaram as suas respectivas sequéncias de
aminoacidos. Mais tarde mais 12 BMPs foram identificadas formando atualmente um
numero de treze tipos de BMPs. As BMPs sao os Unicos fatores de crescimento com
conhecida habilidade de estimular a diferenciacdo de células mesenquimais

indiferenciadas em condroblastos e osteoblastos (LIND,1998).

FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA (IGF | E IGF II)

Sua designacao inicial era Somatomedin-C e fator de crescimento esqueletal,
sao fatores de crescimento secretados pelos osteoblastos durante a formacgéo 6ssea

para aumentar a osteogénese e acelerar a deposigéo 6ssea (CANALIS, 1992).

Existem em dois tipos IGF-I e IGF-Il sao relativamente pequenos, com massa
molecular de aproximadamente 7.7 Kd e 7.5 Kd respectivamente,sendo o IGF-Il em
maior quantidade presente na matriz 6ssea. Entretanto estudos demonstram que o
IGF-Il ndo é tao potente quanto o IGF-, ja que esse & de quatro a sete vezes mais

potente do que o IGF-Il na regeneragdo dssea, sendo a combinacao deles com
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outros fatores de crescimento um potente fator no processo de regeneracéo éssea

(GIANNOBILE, 1996).

Os |IGFs das plaguetas tem acdo sobre os precursores dos osteoblastos e
nos osteoblastos endosteos, sendo estas células, que produzem a fase inicial da

formacao éssea nos enxertos 6sseos (CARLSON, 2000; MARX,1999).

Uma vez secretado pelos osteoblastos, sdo incorporados a matriz 6ssea e
estimulam o processo de regeneracao 6ssea, para isso recrutam os osteoblastos

para a area de reparo (PANAGAKOS, 1993).

A combinagao desse fator de crescimento com o PDGF resulta na interagao

sinérgica para acelerar a cicatrizagcao de feridas em tecidos moles (LYNCH, 1991).

Temos entdo como principais fungées dos IGFs a influencia sobre o
metabolismo &sseo: promovem a deposicdo de matriz 6ssea, estimulam a
mitogénese das células osteoblasticas e ainda possuem atividade quimiotatica para
fibroblastos, osteoblastos e células progenitoras dos osteoclastos (CANNALIS,1992;

GIANNOBILE, 1996; PANAGAKOS,1993).
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PROTEINAS MORFOGENETICAS DO OSSO (BMP)

No principio da década de 60, foram realizadas muitas pesquisas referentes
ao processo de calcificagdo dos ossos. Urist e seu grupo descobriram que em
amostras controle de ossos descalcificados e nao tratados, implantados em
musculos de coelhos e ratos, resultaram na formacdo de cartilagem e osso. Esta
descoberta permitiu formular a hip6tese da formacao éssea por auto-indugéo na qual
as células mesenquimais induzem outras células a se diferenciarem em células
osteoprogenitoras, ou ainda em células condrogenitoras. Porém Urist em 1965, nao
foi o primeiro a esclarecer esta teoria de formagao 6ssea por auto-indugdo, ou ainda
por substancias hipotéticas formadoras de osso que mais tarde se refeririam como
as proteinas morfogenéticas. Reddi e seu grupo também o fizeram (SAILER e

KOLB, 1994).

As BMPs formam uma familia de proteinas que regulam os processos
celulares como a diferenciagédo, proliferagcdo e morfogénese celulares. Tém sido
identificadas em diferentes espécies, regulando e determinando o desenvolvimento
de muitos tecidos e 6rgaos durante a embriogénese. Hoje, podem ser sintetizadas

pelo processo de engenharia genética desde a BMP-1 até a BMP-15 (LIND, 1998).

As BMP sdo consideradas morfogénicas, sendo também detectadas no
desenvolvimento embrionario e na vida pés-natal. Onze delas, da BMP-2 a BMP-12,
estdo relacionadas umas com as outras e sdo classificadas como pertencendo a

uma superfamilia de TGF-p por causa de suas seqiéncias de aminoacidos.
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Quantidades pequenas da BMP nativa estdo presentes no osso cortical

(aproximadamente 1mg a 2mg de BMP por quilograma de osso cortical).

Muitos grupos isolaram e identificaram as BMP em outros sistemas, dando
outros nomes de referéncia para estas moléculas. A BMP-3 é também conhecida
como osteogenina, e a BMP-7 e a BMP-8 também sado chamadas de proteina-1 (OP-

1) e proteina-2 osteogénica (OP-2) respectivamente.

As BMPs sao moléculas pleiotropicas envolvidas na mitose e diferenciagao de
células mesenquimais. Depois da quimiotaxia dos monécitos e das células
mesenquimais, acontece diferenciacdo celular no tecido o6sseo. As ceélulas
mesenquimais proliferam e se diferenciam em condrocitos, que em seguida se
hipertrofiam. Elas morrem como células e sdo entdo substituidos por osso. O
ambiente criado com a presenca de BMP determina o tipo de tecido produzido. Em
um local heterotropico, as BMP-3 ou BMP-7 produzem cartilagem. No periodonto,
elas produzem cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. Em areas

craniofaciais as BMP-3 e BMP-7 produzem o osso intramembranoso.

No processo de reabsorgdo, remodelagdo e reparo, a liberagdo das BMPs
pode ser responsavel pela iniciacdo da cascata osteogénica (URIST et al., 1967),
além de outros fatores de crescimento ésseo continuado e completando o processo,

como o TGF-f.

A rhBMP, que é a proteina morfogenética recombinada extraida de osso
humano, mostrou ter a capacidade de reparar defeitos grandes em mandibulas de

primatas em falhas de 2,2cm a 3cm contendo de 0,2 mg/mm a 0,8mg/mm de rhBMP-
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2. Foi observada uma boa qualidade 6ssea mas a conclusdo & que era necessario

um carregador para a formagao 6ssea em grandes quantidades.

O carregador ideal para a BMP nao deve ser o colageno imunogeneticamente
inerte, osteocondutivo e bio-absorvivel, mas um suporte para que possa ser induzida
a angiogénese e subseqiiente vascularizagdo. E necessario que o carregador dé as
proteinas a oportunidade de interagir com as células osteoprogenitoras disponiveis
e, segundo alguns estudos realizados, parece que os materiais osteocondutores
com remodelagéo lenta sdo bons carregadores das BMP-2 em falhas criticas. Sem o

carregador, as BMP nao produzem formacao 6ssea em grandes quantidades.

O aumento na quantidade de BMP-2, implantada com uma matriz 6ssea,
diminui o tempo para formar osso. A matriz éssea, em vez de se formar em 10 dias a
12 dias, é formada ja no 50 dia. Nestes casos observa-se que a cartilagem e o 0sso
se formardo ao mesmo tempo, o que sugere que a BMP-2 pode formar o osso

independentemente seja pela via endocondral ou pela intramembranosa.

Atualmente devido ao grande avango da Engenharia Genética, ja € possivel
obter-se as rhBMPs ou seja, proteinas morfogenéticas recombinantes
humanas.Esse processo se da através do conhecimento da sequéncia genética
responsavel pela produgdo desta proteina.Bactérias (Escherichia coli) sé&o
manipuladas de tal forma que o coédigo genético bacteriano passa a incorporar esta
seqluéncia humana, e as bactérias entdo produzem a proteina, que é aplicada a
varios veiculos que viabilizam seu uso clinico. Devido ao alto custo de produgéo e
caréncia de comprovagao clinica de sua eficacia, torna-se importante o
aprofundamento dos estudos em trabalhos cientificos, para verificar a eficiéncia

deste novo método regenerativo (KUNZEL, 2002).
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FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS (FGF)

Na matriz do tecido 6sseo sdo encontrados sete isotipos do FGF. O FGF-1 &
acido (ou aFGF) e o FGF-2 é basico (ou bFGF). O bFGF é geralmente mais potente
que o aFGF. Ambas as formas de FGF estimulam a sintese de DNA e a replicacao
de células in vitro, mas eles diminuem a atividade da fosfatase alcalina e ndao tém
nenhum efeito estimulador direto em osteoblastos maduros. Os dois tipos de FGF
sdo estimulantes potentes da angiogénese o que € importante para a invasao

vascular em enxertos (LIND, 1998).

A sintese do TGF-R pelos osteoblastos pode também ser estimulada pelo
bFGF. O FGF pode exercer algum efeito estimulador por meio de outros fatores de
crescimento. O FGF é um fator angiogénico importante para a neovascularizagao
durante a resposta cicatricial e na conjungdo com seus efeitos na replicacdo das
células osseas, portanto, podem ser importantes no processo de cicatrizacéo 0ssea

(LIND, 1998).

LIND (1998) cita que pesquisadores como (ASPENBERG E JOHMANDER,
1989, KAWAGUSHI et al.1993), por exemplo, tém usado o bFGF em modelos

animais para estimulo in vivo da formacao e cicatrizacéo ésseas.

Um outro fator de crescimento, denominado fator de crescimento epitelial
(EGF), é um polipeptidio composto por 53 aminoacidos e € encontrado

predominantemente na glandula submaxilar (HERNDOR et al,1993).



