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RESUMO

Na literatura existem muitos trabalhos que comprovam a capacidade do plasma
rico em plaquetas (PRP) acelerar e incrementar o processo de reposi¢ao 6ssea, mas 0s
que investigaram essa agdao em alvéolos dentarios humanos e, principalmente em
tecidos moles bucais, ainda sdo em pequeno numero. Por outro lado, existe nitida
caréncia de pesquisas destinadas a analisar se o plasma pobre em plaquetas (PPP),
mais adequadamente denominado plasma rico em fibrinogénio (PRF), que é geralmente
desprezado quando do preparo do PRP, também favorece a reparagdo de tecidos
bucais.

O objetivo do presente estudo foi comparar, por analise histologica, a reparagao
do tecido mole coletado 28 dias ap6s o preenchimento de alvéolos dentarios com PRP
ou com PPP ou de forma natural pelo coagulo sangiiineo (controle), imediatamente
ap6s exodontias processadas nas mesmas arcadas dentarias de sete pacientes
selecionados, totalizando 36 alvéolos. Os resultados mostraram, pela comparagao com
os controles, que principalmente o PPP, mas também o PRP, aceleram o processo de

reparagao tecidual da gengiva.

Palavras-chave: plaquetas, fibrina, implantes dentais.



ABSTRACT

There is in literature many works that prove the capability of platelet rich plasma
(PRP) in improve and speed up the bone repairing process, but the ones that had
investigated this action in human dental alveolus and, mainly in oral soft tissues, still are
in small number. On the other hand, exists clear lack of researches destined in analyze if
the platelet poor plasma (PPP), a rich product in fibrin (PRF) usually rejected in the
preparation of PRP, also improves the oral tissue repairing.

The objective of the present study was to compare, in histological analysis, the
soft tissue repairing collected 28 days after the fulfilling of dental alveolus with PRP, PPP
or natural blood clot (control), immediately after teeth extractions proceed in the same
dental arches of seven selected patients, totalizing 36 alveolus. The results had shown,
comparing to the control, that mainly the PPP, but also the PRP, had speed up the

process of gingival soft tissue repairing.

Key-words: platelets, fibrin, dental implants.
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1. INTRODUGAO

Nos primérdios da Implantologia oral, quando os implantes ditos fibrointegrados
eram a exceléncia das reabilitagbes, os profissionais da area eram chamados de
‘cagadores de osso”. Com o avango das técnicas cirirgicas e o surgimento dos
implantes osseointegrados, foram desenvolvidos muitos estudos relativos a enxertia
bssea e, na atualidade, antes de pensar em instalar implantes, devemos restabelecer a
altura e a espessura dos rebordos atréficos para criarmos condigdes adequadas ao
posicionamento e fixagdo dos implantes (LYNCH et al., 1991), condigdo essencial para
uma reabilitagdo protética adequada (PIKOS, 1998, 2000). A Implantologia oral é antes
de tudo uma reabilitagdo protética executada apés uma ou mais fases cirtrgicas.

A perda precoce dos dentes pode levar a uma reabsor¢do acentuada dos
maxilares, comprometendo a adequada reabilitagao com implantes (GARG et al., 1998).
O problema de extensa perda 6ssea torna-se relevante particularmente nos casos em
que o dente foi perdido em consequéncia de periodontite. Além disso, reparos
anatomicos também podem dificultar ou até impedir a cirurgia para a inser¢cao do
implante. Para compensar a perda de osso foram propostas técnicas como a elevagéo
da membrana do seio maxilar ou da fossa nasal (SCHER et al., 1999) e o afastamento
do nervo alveolar inferior (GARG et al., 1998; PIKOS, 2000).

Nas técnicas que utilizam enxerto, sempre que possivel o osso autdgeno é
preferido aos homégenos ou xenégenos (PIKOS, 2000), porque possuem a mesma
origem embrionaria do leito receptor e por isso sofrem menor reabsor¢cao durante seu
periodo de integragdo (GARG et al., 1998). Nessa linha de procedimento, temos a opg&o
de usar, como area doadora, fragmentos da tibia ou da crista anterior do osso iliaco
(MARX et al., 1998). Se for necessaria menor quantidade de osso, outras opg¢des sdo
areas intra-orais como mento, tuber e ramo ascendente da mandibula, com a vantagem

de causar menor morbidade ao paciente (GARG et al.,1998), além de tornar
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desnecessaria a internagéo hospitalar, com os riscos e os gastos proprios desse
procedimento.

Em relagdo a enxertos gengivais, as técnicas atuais causam importante
morbidade e desconforto, de tal forma que a possibilidade de infecgdo e hemorragia no
sitio operado, durante o periodo de reparagéo tecidual, tem estimulado a busca de
métodos que possibilitem diminuir o tempo deste processo ou mesmo suprimir os
inconvenientes de tal situagao.

Nessa busca, o plasma rico em plaquetas (PRP) surgiu como importante
coadjuvante na melhoria e incremento tanto das enxertias 6sseas como das gengivais.
O PRP é obtido pela centrifugagcdo do sangue do préprio paciente e o segredo do seu
sucesso parece estar nos fatores de crescimento secretados pelas plaquetas (OBARRIO
et al., 2000).

E importante enfatizar que um nimero consideravel de pesquisas odontoldgicas,
desenvolvidas inclusive por alunos do Curso de Mestrado em Implantodontia da nossa
Universidade, tem comprovado a eficacia do PRP no abreviamento do tempo de
reparac¢ao do 0sso, mas existe a caréncia de estudos voltados para o aceleramento da
reparagdo de tecidos moles como o epitélio e o conjuntivo adjacente. Esses estudos
também nao contemplam a possibilidade de que o plasma pobre em plaquetas (PPP) ou
rico em fibrina também possa favorecé-la, particularmente em relagédo a alvéolos de
dentes recém-extraidos. Estas constatagbes justificam plenamente a realizagao deste
trabalho experimental, destinado a avaliar se o PRP e o PPP promovem reparagéo de
tecido mole alveolar em menor tempo que o coagulo sangiiineo, com a finalidade de

reduzir o tempo necessario para a instalagédo de implante.



16

2. PROPOSICAO

Tendo em vista as consideragdes feitas no capitulo Introdugéo, notadamente as
referentes a exigtidade de trabalhos cientificos a respeito da influéncia dos plasmas rico
e pobre em plaquetas no processo de reparagio de tecidos moles da boca, o objetivo
deste trabalho foi comparar, por analise histolégica, o grau de reparagao ocorrido em 28
dias na gengiva formada sobre alvéolos dentarios destinados a recepgéo de implantes,
preenchidos com PRP, PPP e coagulo sangiiineo natural (controle) imediatamente apés

as exodontias.
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3. REVISTA DA LITERATURA

3.1. Plaquetas

Plaquetas s&o corplsculos anucleados discéides, com 1,0 a 3,0um de diametro
e 0,5 a 1,0um de espessura. Derivam de prolongamentos citoplasmaticos desprendidos
dos megacariécitos da medula éssea e cada prolongamento pode produzir entre duas
mil e trés mil plaquetas, que apresentam vida média de cerca de dez dias no sangue
circulante; as envelhecidas, lesadas ou nao funcionais sdo removidas da circulagao pelo
bago. Em condigbes normais, sua concentragéo no sangue ¢ entre 150 mil e 400 mil /cc
e entre as suas principais fungées estio a hemostasia e a promocgéo da coagulagao
sanglinea. Apesar de nio possuirem nucleo, t8m uma estrutura interna adaptada a
funcdo. Sua camada externa é rica em glicoproteinas e contém receptores envolvidos
nos processos de ades&o e agregacédo de outras plaquetas e para diversos agentes
capazes de ativa-las. Quando ativadas, as plaquetas intumescem substancialmente,
alcangando diametros entre 25,0 e 50,0um. Abaixo da camada glicoprotéica existe a
membrana, que na por¢ao interna apresenta filamentos especializados que penetram no
interior da plaqueta, proximos a um sistema denominado “canalicular aberto”, que
possibilita a expulséo, para o 'plasma sanglineo, de produtos secretados por suas
organelas. O citoplasma é viscoso e contém numerosas organelas e granulos. Os
microfilamentos contém actina e miosina que contribuem para manter a forma discéide,
promovem a formag&o dos pseudopodes e possibilitam a contragdo das plaquetas
quando estimuladas. A contracdo desses microfilamentos comprime e espreme as
organelas e granulos do citoplasma, constituindo um sofisticado mecanismo de liberagéo
de substancias produzidas pelas plaguetas. As organelas e granulos presentes no
citoplasma séo de varios tipos; os principais séo as mitocondrias, os granulos densos e

os granulos a. Estes contém o fator plaquetario IV, que participa dos fendmenos de
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coagulagéo do sangue e ainda B-tromboglobulina, fibrinogénio e fatores de crescimento.
Os granulos densos s&o reservas de adenosina-disfosfato (ADP), adenosina-trisfosfato
(ATP), célcio e serotonina. O Citoplasma ainda contém outros granulos contendo
catalase, fosfatase acida e outras enzimas. O sistema tubular denso contém
cicloxigenase, que converte o acido araquiddnico da membrana em prostaglandinas e
em tromboxano A,, a substancia vasoconstritora mais potente do organismo, cujo

metabdlito & o tromboxano B, (LENHARO et al., 2004).
3.2. Atividade das plaquetas em processos biologicos

As plaquetas sdo os componentes basicos iniciais envolvidos nos processos de
hemostasia e coagulagao do sangue. Em condi¢ées normais, tanto o endotélio como as
plaquetas apresentam cargas elétricas negativas responsaveis pela repulsio que
impede que as plaquetas entrem em contato com a parede dos vasos sangiineos,
mantendo-as integras na circulagdo. Quando esse equilibrio cessa, por exemplo pelo
rompimento do vaso sangliineo, ocorre a precipitagdo das plaquetas a fim de
interromper a perda de sangue. Para tanto, as plaquetas possuem as propriedades de
adesao, ativacdo e agregacgéo. A propriedade de adesdo plaquetaria implica em sua
aderéncia no subendotélio vascular, localizado posteriormente ao vaso lesado ou a
qualquer superficie com a qual entre em contato. A propriedade de ativagdo promove
alteracao da forma discéide, tornando as plaquetas intumescidas, esféricas e com
pseudépodes, o que possibilita maior contato entre elas. Como conseqiiéncia, ocorrem
alteracdes das glicoproteinas da membrana favorecendo a adesdo plaquetaria e a
liberacdo de grandes quantidades de produtos como ADP, serotonina e tromboxano A,.
A propriedade de agregagao é o resultado do acimulo das plaquetas formando grumos
e dando origem ao futuro coéagulo, e a presenga da trombina contribui para acelerar o

processo, enquanto O tromboxano A, atua sobre as plaquetas proximas, agregando-as
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as anteriormente ativadas. Essa condi¢&o também produz a degranulacao, ou seja, a
liberacdo dos conteudos dos granulos a nos quais estdo contidos os fatores de
crescimento. A seguir, as plaguetas se retinem e formam um emaranhado (grumo
plaquetario) que aprisiona eritrocitos e leucécitos e é o primeiro elemento promotor da
hemostasia. A agdo de outros estimulos desencadeia alteragao do estado de diversas
proteinas do plasma sanguineo, resultando na transformagéo do fibrinogénio em fibrina:
€ o processo da coagulagio do sangue, que completa os mecanismos de hemostasia,
interrompendo sua perda (LENHARO et al., 2004).

Durante o processo de degranulacéo, muitas proteinas so liberadas, dentre elas
os fatores de crescimento. Os mais conhecidos s&o os fatores de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), de crescimento do endotélio vascular (VEGF), de crescimento de
fibroblastos (FGF), de crescimento de transformagio beta (TGF-B), de crescimento
endotelial (EGF), de crescimento semelhante a insulina (IGF) e a proteina morfogenética
do osso (BMP), nomes que refletem sua atividade ou origem. Nessas circunstancias,
caso as plaquetas sejam empregadas como fontes exdégenas de fatores de crescimento,
passara a existir um reforco das concentragbes ja existentes, formando um estimulo

adicional para as atividades celulares, potencializando o reparo local (ANITUA, 1999).

3.3. Processo de reparagao alveolar

De acordo com Ohta et al. (1993), o reparo dos alvéolos dentarios, embora sua

cronologia possa variar de individuo para individuo de acordo com a idade e condigées

sistémicas e locais, processa-se em quatro fases:

a) angiogénica inicial: desenvolvida na semana que se segue a exodontia e na

qual, a partir das terminag6es dilaceradas dos vasos, forma-se o coagulo sangtineo.

Apds 48 a 72 horas ocorré a contragéo do coagulo e o inicio da formagao do tecido de

granulagao, com grande proliferagdo de vasos sangliineos e fibroblastos imaturos a
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partir da porgo apical do alvéolo. Observa-se também, em 96 horas, proliferagao
epitelial para a margem da ferida;

b) formagio de novo osso: entre a segunda e a terceira semana apés a
exodontia, o alvéolo inteiro esta preenchido por tecido de granulagéo, observando-se a
presenca de tecido conjuntivo jovem e a formagéo de tecido ostedide a partir do fundo
do alvéolo. Durante esse periodo o osso cortical da crista do rebordo continua a ser
reabsorvido, especialmente na regido intersseptal e na lamina cortical mais delgada;

C) crescimento dsseo: comeca na quarta semana ap6s a exodontia, com a
mineralizagdo do tecido ostedide e a neoformacgéao ossea a partir das paredes do alvéolo
e da regido apical, em diregéo a porgao central. A cobertura epitelial sobre a ferida esta
praticamente completada. 0 tecido conjuntivo ainda apresenta-se com intenso infiltrado
inflamatério, presenga de muitas células de reparagio (plasmocitos, leucdcitos, etc) e
fibras colagenas desorganizadas;

d) reorganizagéo do osso: ocorre pelo menos seis semanas apos a exodontia,
com as trabéculas primarias do osso se remodelando para formar uma camada
esponjosa mais espessa. A lamina cortical ao redor do alvéolo néo é totalmente

reabsorvida. A fase de remodelagao continua de quatro a seis meses apds a exodontia.

3.4. Mecanismos de integracao de enxertos

Quando um enxerto & posicionado no leito receptor, a bioquimica do ambiente
caracteriza-se por apresentar baixa tenséo de oxigénio e um meio acido devido a grande
presenca de lactato (MARX et al., 1998; MARX; GARG, 1998). Apesar de os
osteoblastos e as células mesenquimais indiferenciadas conseguirem manter seu
metabolismo pela captagdo de nutrientes do tecido receptor (FRIEDLAENDER, 1987),
os ostedcitos, separados destes por uma complexa trama mineral, acabam por necrosar

(BURCHARDT, 1983; MARX; GARG, 1998). A porgéo do tecido enxertado que necrosa
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estimula uma resposta inflamatéria mediada por leucécitos mononucleares (BURWELL,
1999; FRIEDLAENDER, 1987: VIROLAINEN et al., 1997).

O processo de incorporagao do enxerto acelera quando ha diferenga de presséo
de oxigénio e, uma vez que o tecido que circunda o enxerto € normoxico, comega a
induzir quimiotaxia de macréfagos (MARX et al., 1998; MARX; GARG, 1998). Essas
células secretam fatores de proliferacao angioblastica e fatores de crescimento. Assim,
no terceiro dia apés a reconstrucdo, o brotamento capilar inicia o processo de
revascularizagdo em volta do enxerto e entre as trabéculas 6sseas. (MARX; GARG,
1998).

O sucesso das enxertias autégenas, quando comparado com o dos aloenxertos,
reside na velocidade do processo de revascularizagdo. Nos enxertos alégenos, a
resposta imunoldgica se desencadeia por conta da diferenga no complexo principal de
histocompatibilidade (LIND et al., 1998) e é caracterizada basicamente pela agdo de
linfécitos T-citotéxicos e suas citocinas, responsaveis pela diminuigdo da vascularizagéo
e da capacidade de osseoindugao do enxerto (KIRKEBY, 1991). Além do mais, citocinas
secretadas por linfoécitos T-auxiliares, importantes para a maturagao dos T-citotdxicos,

acabam por estimular a atividade dos osteoclastos (FRIEDLAENDER et al., 1992).

3.5. Fatores de crescimento liberados pelas plaquetas

Os fatores de crescimento sdo polipeptidios que funcionam como mediadores
naturais, regulando eventos celulares relacionados a regeneragao tecidual, quimiotaxia,
diferenciagdo e proliferagéo celular e sintese de matriz intercelular (KIRITSY et al.,
1993). A principal agao desses fatores é pardcrina, o que significa que sua sintese
ocorre num tipo de célula, especialmente plaquetas, e seus efeitos sdo exercidos em

firoblastos e precursores de osteoblastos (MARX et al., 1998).
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Os granulos alfa das plaquetas s&o as principais fontes de PDGF, TGF-B1ep2

(LYNCH et al, 1991), que também si3o sintetizados por linfécitos, neutrofilos,

macroéfagos e endotélio (ANITUA, 1999; MARX et al., 1998).
3.5.1. Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

O PDGF é constituido de duas cadeias de aminoacidos, ambas igualmente
potentes em estimular em fibroblastos a sintese de DNA (WANG, 1994). A cadeia A
contém 121 aminoacidos e o gene responsavel pela sua codificagédo esta localizado no
cromossomo sete, enquanto a cadeia B contém 125 aminoacidos, sendo o brago longo
do cromossomo 22 a sede do seu gene (ANITUA, 1999; ANTONIADES: HUNKAPILLER,
1983).

O PDGF apresenta trés isoformes, que sdo combinagdes de duas cadeias: os
homodimeros PDGF-AA e PDGF-BB e o heterodimero PDGF-AB. Primeiramente estio
associados com plaquetas e, subsequentemente, com a reparacdo de lesées. Os
osteoblastos também sado capazes de produzir PDGF, mas somente o que apresenta a
cadeia PDGF-AA. Das trés formas, o PDGF-BB & o mais ativo em termos de atividade
em células désseas, produzindo o maior aumento na replicagdo celular em modelos
calvarios. Nas culturas enriquecidas de osteoblastos derivados de calvarios fetais, o
PDGF-BB é aproximadamente oito vezes mais mitogénico que o PDGF-AA e trés vezes
mais que o PDGF-AB. Apesar de ter sido relatada a sintese de colageno aumentada no
0sso e nas culturas celulares ésseas apés a exposi¢do ao PDGF, a produgéo de células
individuais de colageno nao parece ser afetada. Ao invés disso, 0 aumento observado
na sintese de colageno é relacionada ao aumento no numero de células secundarias e &
replicacdo celular acentuada (KOKA; VANCE; MAZE, 1995). Quando essa proteina se
liga a receptores do tipo tirosina-cinase em células mesenquimais indiferenciadas,

angioblastos, macréfagos e fibroblastos, induz mitose e liberagéo de citocinas para
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quimiotaxia de precursores de osteoblastos (BECKER et al., 1992; GIANNNOBILLE et
al., 1994, HOWELL et al., 1997; WANG, 1994). Os macréfagos ativados ainda secretam

citocinas que irdo intensificar a angiogénese.

3.5.2. Fatores de crescimento | e Il similares a insulina (IGFlell)

Os IGF desempenham fungao significativa na regulagdo do crescimento e
fungao celular. A maior parte dos IGF-I & produzida no figado, em resposta aos niveis de
horménio de crescimento (GH) presente no soro sangiiineo, mas os IGF também s3o
sintetizados em outros tecidos, esqueléticos ou ndo. Cultivos de osteoblastos também
produzem IGF-I, o que pode ter influéncia localizada no metabolismo dsseo. Ao contrario
do PDGF que causa apenas replicagéo celular aumentada, o IGF-| acentua a replicagdo
celular, a produgédo de colageno tipo |, a sintese de mRNA de colageno tipo | e a
reducdo da degradagao do colageno. O IGF-I, portanto, tem efeitos anabdlicos positivos
e catabdlicos negativos. A replicagdao celular acentuada ocorre principalmente no
peridésteo, enquanto a sintese aumentada de colageno tipo | e a aposi¢cdo de matriz
parecem estar concentradas no endésteo. O IGF-Il, anteriormente denominado fator de
crescimento esquelético, tem uma sequéncia aproximadamente 60 % homéloga ao IGF-I
e apresenta efeitos similares ao IGF-I, como estimulo da replicagéo celular e da sintese

de colageno (KOKA; VANCE; MAZE, 1995).
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3.5.3. Fator de crescimento de fibroblastos (FGF)

Existem dois tipos de FGF, o acido (aFGF) e o basico (bFGF), que partilham 55%
da homologia da sequiéncia de DNA. Ambos tém efeitos similares, com diferengas
quantitativas provavelmente devido a variagédo na afinidade receptora ou na unido. Os
FGF sao isolados de varios tecidos, incluindo extrato de matriz dssea. Ambos os tipos
tém efeitos mitogénicos nas culturas celulares enriquecidas com fibroblastos e com
osteoblastos, mas o bFGF exibe poténcia maior. Em modelo calvario, foi demonstrada
sintese de DNA acentuada apds exposi¢io a ambas as formas. Descobertas similares
foram relatadas em culturas celulares preparadas a partir de ratos fetais e osso bovino.
Adicionalmente aos fibroblastos e osteoblastos, 0 bFGF é mitogénico para células
endoteliais, acarretando aumento na vascularizagio e, conseqiientemente, acentuado
fornecimento de nutrientes para o local da les&o, acelerando sua reparagao. A aplicacdo
combinada de bFGF com altos niveis de TGF-B, em culturas celulares ésseas de ratos
fetais resulta em aumento dose-dependente da sintese de DNA, enquanto

concentragdes baixas de TGF-f3 levam somente a uma resposta aditiva (KOKA; VANCE;

MAZE, 1995).

3.5.4. Fator beta de transformagéao de crescimento (TGF-f)

O TGF-B, anteriormente chamado de fator | de crescimento derivado do osso,
esta presente em grandes quantidades tanto nas células 6sseas como na matriz dssea,
com a ultima sendo o maior reservatério deste polipeptidio. Existem cinco isoformes
conhecidos (TGF-B1, 2, 3, 4 e 5), sendo os trés primeiros encontrados em humanos. O
TGF-B é produzido pelas plaquetas e células 6sseas em uma forma latente, contendo
dois polipeptidios sub-unitarios maduros, dois fragmentos de precursores terminais

amino e um terco de proteina. A forma ativa contém 112 aminoacidos; nove residuos de
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cisteina estdo arranjados em um padrao compacto, em fungéo de uma ordem de pontes
de dissulfeto. Este padrido é chamado de “né TGF-B*. A analise de ressonancia
magnética nuclear do TGF-B1 em solugdo mostra muitas similaridades dos dois
isoformes, sugerindo que o TGF-B pode existir em varias conformagées. O mecanismo
exato de conversao de latente para forma ativa ndo esta estabelecido. Entretanto, dados
recentes indicam que o sistema de protease-plasmina pode dividir e remover os
fragmentos precursores terminais amino. A auto-regulagem pode ocorrer devido a esse
mecanismo, visto que em culturas isoladas de células ésseas expostas ao TGF-j3 foi
observado um aumento nos niveis de ativador plasminogénico e uma redug&o no nivel
de inibidores de ativadores plasminogénicos. Também se sabe que o TGF-B latente
pode ser ativado sob condigdes de acidez. A liberagido completa do fator de crescimento
ativo ocorre em pH 2,0, uma situagdo ndo encontrada normalmente em tecidos
humanos. Entretanto, a ativagdo ainda pode ocorrer em valores de pH de até 6,0
(KOKA; VANCE; MAZE, 1995).

Juntamente com os numerosos isoformes de TGF-B, existem quatro locais de
unido de receptores TGF-f3 conhecidos. Os locais receptores tipo | e tipo |l unem os
TGF-B 1, 2 e 3. Em algumas células podem ocorrer unides diferentes, apesar de esta
desigualdade nao resultar necessariamente em diferengas na expresséo fenotipica. Os
locais de unido tipo Il também compdéem os TGF-B 1, 2 e 3, apesar de em um grau
menor do que com os tipos | e Il. Os efeitos celulares apds a uniao aos receptores tipo
Il sdo minimamente alterados, comparados a transdug@o dos sinais moleculares
associados com os receptores tipo | e I, sugere-se que o receptor tipo Ill atue como um
local pericelular, para localizar os TGF-B de moléculas relacionadas a superficie das
células, para armazenamento ou ativagdo subseqlente. Os locais tipo IV s&o

pobremente caracterizados (KOKA; VANCE; MAZE, 1995).
O gene que codifica essa proteina esta localizado no brago longo do

cromossomo 19. A principal atividade desta citocina é induzir a mitose de células
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mesenquimais indiferenciadas, fibroblastos e macrofagos que, se estimulados, acabam
por sintetizar também este fator de crescimento que estimulara, além de outras células,

sua propria mitose numa acao autdcrina (ANITUA, 1999; MARX et al., 1998).

3.6. Aplicagao de fatores de crescimento ésseo (BGF) na reparagido do epitélio

bucal

A literatura sobre o uso de fatores de crescimento na tentativa de acelerar a
reparacao de epitélios bucais, objetivo fundamental deste trabalho, é extremamente
limitada, mas oferece informagées promissoras. O mecanismo de acao dos BGF é vital
para a compreensdo da acentuag&o da osseointegrago, tanto para a formacio dssea
rapida quanto para o aumento do prognéstico para osseointegragio em areas de pobre
qualidade dssea (KOKA; VANCE; MAZE, 1995).

Lynch et al. (1991) investigaram os efeitos em curto prazo da aplicagdo de uma
combinagao de 3ug de PDGF-B e IGF-I em um gel de metilcelulose na regeneragdo dos
componentes das estruturas moles e duras do periodonto de cdes Beagle com doenga
periodontal, usando como controle o quadrante contralateral que recebeu apenas o gel.
Os resultados revelaram que a vida média dos fatores no local da aplicagéo foi de trés
horas para o IGF-|I e de 4,2 horas para o PDGF-B. A analise histolégica das bidpsias,
executada com auxilio de computador e realizada duas e cinco semanas apo6s a cirurgia,
revelou aumento significativo de cinco a dez vezes no osso e cemento nos locais
tratados com PDGF/IGF, mostrando que essa associagao favorece a reparagao dssea e
acentua significativamente a formagdo do aparelho de inser¢éo periodontal durante as
fases precoces de reparagdo das lesdes, em seguida a cirurgia periodontal.

Utilizando um protocolo de obtencdo de PRGF (plasma rico em fatores de
crescimento), Anitua (1999) avaliou, em 20 pacientes, o processo de reparagdo de

feridas cirGrgicas produzidas por exodontias. Foram utilizados dois grupos de estudo;
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dez pacientes foram designados casualmente para fazerem parte do grupo
experimental, em que as falhas foram preenchidas com PRGF. Em cinco, o PRGF foi
misturado com osso autégeno para prevenir colapso da ferida. Nos sitios-controle o
PRGF néo foi utilizado. O exame de material coletado dez e 16 semanas apds a cirurgia
mostrou epitelizagdo completa em 100 % dos casos, em grau significativamente maior
que nas areas nao tratadas com PRGF.

No Brasil, Pispico (2002) produziu duas feridas cirurgicas em tecido mole do
palato de cées Beagle, colocando PRP em uma e deixando formar-se o coagulo natural
na outra. Analises processadas apds dois, quatro, sete, 14 e 21 dias mostraram qgue nas

feridas que receberam aplicagéo de PRP a reparagao do tecido mole foi mais acelerada.

3.7. Plasmas rico e pobre em plaquetas (PRP e PPP)

O PRP é uma preparagéo autégena, com alta concentragéo de plaquetas obtidas
a partir da centrifugagdo do sangue total (LANDESBERG et al., 1999; MARX et al.,
1998) adicionado de citrato para impedir sua coagulagdo (OBARRIO et al., 2000).

Devido a diferenga de densidade e peso molecular, as células sanguineas irdo se
organizar durante a centrifugacdo em trés niveis diferentes. As hemacias ocupam a
por¢do mais inferior enquanto o plasma, contendo as plaquetas, ocupa a por¢gdo mais
superior. Nesse plasma ainda podem se diferenciar dois niveis, sendo que o PRP
ocupara a porgdo intermediaria, entre as células vermelhas e o plasma pobre em
plaquetas ou PPP (MARX et al., 1998).

A plaquetometria do PRP oscila em torno de 500 mil a um milh&o de plaquetas
por microlitro (OBARRIO et al., 2000). No PPP, mais adequadamente denominado de
plasma rico em fibrinogénio, sao detectadas cerca de 30 a 60 mil plaquetas por microlito.
A Ortopedia e a Cirurgia Plastica tém se valido das propriedades adesivas da fibrina e

da aplicagdo de um derivado de fibrinogénio em hemorragias cerebrais e hepaticas.
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Essa “cola de fibrina” mimetiza os Ultimos passos da cascata de coagulagdo com a
conversao de fibrinogénio em fibrina, cuja fungéo primaria é a obtenc&o de hemostasia e
a ades&o dos retalhos. Sua eficacia no selamento de capilares controla facilmente o
sangramento, reduzindo a formagdo de edemas e hematomas em cirurgias plasticas
(MAN et al., 2001).

Depois de obtidos, o0 PRP que além das plaquetas contém leucdcitos, e o PPP,
podem ser convertidos em gel pela adicdo de trombina bovina e cloreto de calcio
(WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997). A trombina, na presenca de calcio, promove a
clivagem do fibrinogénio plasmatico em fibrina. Forma-se, entdo, um composto insoltvel,
de consisténcia semelhante a um gel, que no caso do PRP estimula a degranulagéo das
plaquetas e a liberagdo de citocinas que funcionam como fatores de crescimento
(OBARRIO et al., 2000; WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997).

O PRP tem numerosas aplicagdes principalmente em Cardiologia e
Neurocirurgia. Recentemente tornou-se comum seu uso em procedimentos de enxerto
6sseo (LANDESBERG et al., 2000). Também tem ampla indicagdo na Cirurgia
Bucomaxilofacial, especialmente para melhorar a incorporagdo de enxertos autégenos,
pois seu gel permite que os enxertos particulados possam ser adaptados e mantidos no
leito receptor, sem o risco de extrusdo (WHITMAN; BERRY, 1998) facilitando, assim, as
reconstru¢des mandibulares, os reparos de fissuras e fistulas bugo-nasais ou buco-
sinusais e reconstrugées necessarias a colocagéo de implantes (WHITMAN; BERRY;
GREEN, 1997).

O conceito é que o PRP é um coagulo de fibrina (as vezes citado como cola de
fibrina), rico em plaquetas as quais liberam, em periodos ciclicos, PDGF e TGF-p.

O PDGF parece ser o primeiro fator de crescimento presente na ferida e inicia a
reparagio do tecido conjuntivo, incluindo o Osseo. As atividades especificas mais
importantes do PDGF incluem mitogénese (aumento da populagdo de células,

principalmente as implicadas na reparagéo), angiogénese (mitose endotelial) e
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atividades de macréfagos (debridamento da ferida e origem da segunda fase dos fatores
de crescimento para o reparo continuado e regeneragéo 6ssea). Ha aproximadamente
0.06mg de PDGF por milhéo de plaquetas ou cerca de 1.200 moléculas de PDGF por
plagueta, demonstrando o grande potencial destas (ROSSI JUNIOR; LEMOS; PiSPICO,
2001).

O aumento da quantidade inicial de PDGF propicia maior atividade da célula
osseocompetente de forma mais completa do que quando ocorre no enxerto e no meio
do coagulo apenas. TGF-B1 e B2 sdo os fatores de crescimento mais protéicos
envolvidos com o reparo do tecido conjuntivo em geral e, com o tempo, se transformam
em fator de remodelagéo 6ssea. Sua fungdo mais importante parece ser a quimiotaxia e
a mitogénese dos precursores de osteoblastos e sua habilidade para estimular sua
deposi¢do de matriz de colageno na reparagao da ferida e do osso (MARX et al, 1998).

Dias; Barros e Andrade (2002), utilizando PRP com concentragdo de plaquetas
em torno de 300 %, confirmaram que os fatores de crescimento atuam na regeneracao
de diversos tecidos.

Outro aspecto que desperta o interesse dos pesquisadores € a influéncia de
substancias antiplaquetarias no PRP. Yazawa et al. (2004) estudaram a influéncia
dessas substancias na concentragdo de fatores de crescimento presentes no PRP.
Confeccionaram pilulas com plaquetas obtidas do sangue de humanos, as quais foram
ou nao adicionadas as substancias antiplaquetarias prostaglandina E,, aspirina e
aspirase. Das pilulas foram feitas suspensdes de plaquetas e foi medida a concentragéo
de PDGF e o TGF-B1 nas amostras. Houve concentragdo 400 % maior na amostra
contendo substancias antiplaquetarias, permitindo concluir que essas substancias sao
efetivas no aumento da concentragao de fatores de crescimento no PRP.

Chagas; Oliveira e Bortoli (2004) utilizaram o PRP como coadjuvante de enxertos
autégenos em pacientes com atrofias dsseas intrabucais. Cobrindo todo o enxerto foi

utilizado o PPP como “membrana autégena”. No pds-operatério, os pacientes foram
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avaliados em trés, cinco e sete dias. Apesar de que em alguns pacientes nao foi
possivel a total Coaptacao das bordas da ferida cirurgica devido ao grande volume do
material enxertado, foi constatado que nos 12 analisados ocorreu fechamento primario
das suturas. Apds 60 horas foi observada auséncia de deiscéncia, sem exposicao do
enxerto nos trés casos de bordas nio coaptadas. Apds cinco dias as suturas foram
removidas e observou-se diminuicdo do edema e de hematomas e os pacientes

relataram bem-estar e quase nenhum incomodo na area.
3.7.1. Protocolos de obtengio do PRP e PPP

Um problema que ainda persiste no preparo do PRP e do PPP ¢ a existéncia de
muitos protocolos, nos quais variam basicamente o tempo de centrifugagdo e a forca
gravitacional desenvolvida pela centrifuga, que é diretamente proporcional ao raio da
centrifuga utilizada e as rotagées por minuto. A formula adotada é

FCR=0,00001118 x R x N,
onde FCR é a forgca centrifuga relativa medida em gravidades(G), R é o raio da
centrifuga e N séo as rotagdes por minuto. Aplicando essa formula podemos utilizar
qualquer centrifuga e adapta-la a qualquer protocolo.
Marx et al. (1998) apresentaram uma técnica de preparo de PRP que produz
uma concentragao de plaquetaé humanas na ordem de 338 % e identificou o fator de
crescimento derivado de plaquetas e o fator beta de crescimento de transformagéo

dentro delas.

Anitua (1999) propés um protocolo com uma unica centrifugacao a 160G por
seis minutos.
Sonnleitner et al. (2000) descreveram um outro, que preconiza duas

centrifugagdes, a primeira a 160G por 20 minutos e a segunda a 400G por 15 minutos.
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Landesberg et al. (2000) descreveram que a melhor concentragao de plaquetas
foi obtida quando se centrifugou todo o sangue a 200G por dez minutos e depois 0
plasma, ressuspenso, foi novamente centrifugado na mesma intensidade: por outro lado,
as centrifugacdes por um periodo inferior a cinco minutos nao tiveram sucesso em
individualizar as plaquetas. Também usaram o acido etilenodiaminotetracético como
anticoagulante, mas as plaquetas se apresentaram rompidas e na solugéo foram
observados muitos restos celulares.

Gonshor  (2002) estabeleceu um protocolo utilizando também duas
centrifugagdes, a primeira a 160G por dez minutos e a segunda a 400G por mais dez
minutos. Segundo o autor, o diferencial de sua técnica é a utilizagdo da centrifuga ACE,
onde os tubos ficam inclinados tanto em repouso quanto durante a centrifugagao.

Rossi Junior; Lemos e Pispico (2001) propuseram um protocolo simplificado de
obtengéo de PRP, utilizando centrifuga convencional e uma Unica centrifugacéo a 750
rpm por dez minutos.

Jahn (2002) mostrou vantagens no uso de uma centrifugagdo a 200G durante
dez minutos seguida de outra, na mesma forga gravitacional, durante 15 minutos.

Efeoglu; Akgcay e Erturk (2004) também preconizam duas centrifugagbes, a
primeira a 300G por dez minutos e, a segunda, a 5.000G por cinco minutos.

Comparando dois protocolos anteriores, Weibrich (2005) demonstrou a vantagem
do método PCCS (3i / implants inovations), que utiliza duas centrifugagdes, a primeira a
3.000 rpm por 3,75 minutos € a segunda a 3.000 rpm por 13 minutos, no sentido de

promover maior concentragao de leucécitos, TGF-1 e PDGF-AB.
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3.7.2. Coagulagio (formagio do gel)

Como o PRP e o PPP sio elaborados a partir do sangue tratado por
anticoagulante, para que possam ser usados como enxertos é necessario transforma-los
em gel, promovendo sua coagulagdo (MARX, 1999). Na literatura existem varios
protocolos, como associacio de cloreto de calcio com trombina bovina (MARX et al.,
1998), Botropase® (VERCELOTTI; RUSSO; GIANOTTI, 2002), a formulagdo ITA®
(LANDESBERG et al., 2000) ou apenas o cloreto de calcio, com ou sem controle de
temperatura (ANITUA, 1999).

A utilizagao de cloreto de calcio e trombina bovina é defendida por varios autores
(GONSHOR, 2002; MARX et al., 1998; WHITMAN: BERRY: GREEN, 1997). O
procedimento consiste na adigdo, ao PRP e ao PPP, de cloreto de calcio a 10 %, na
proporgéo de 1:8 ou 1:6 (MARX, 1999) e 10 mil unidades de trombina bovina. O cloreto
de calcio neutraliza o efeito anticoagulante do citrato e a trombina bovina inicia a cascata
de coagulagao.

A utilizagdo da trombina bovina foi criticada por induzir a formagéo de anticorpos
para os fatores de coagulacédo V, VIIl e a prépria trombina humana, propiciando, de
forma nao-dose-dependente, o aparecimento de hemorragias. No entanto, trabalhos
mais atuais mostraram que seu uso como hemostatico em mais de dez milhdes de
cirurgias ortopédicas e neurolédgicas induziu sangramento em menos de 20 pacientes,
evento que ndo ocorre em fungéo do anticorpo para a trombina bovina, mas do fator
bovino ‘Va” que contamina o processo de preparacgéo da trombina (MARX, 2004).

Em fungdo dessa controvérsia e até mesmo em fungéo do custo, muitos autores
utilizam apenas o cloreto de célcio para reverter o efeito anticoagulante do citrato. Anitua
(1999) e Sonnleitner et al. (2000) defendem protocolos que utilizam apenas o cloreto de

calcio a 10% na concentracdo de 50ul de CaCly:1cc de PRP. A realizagdo do

dimento a temperatura de 37°C acelera a formagao do gel. Com a trombina bovina
proce
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0 processo dura em torno de dois a trés minutos, enquanto que com uso apenas do
cloreto de célcio, o processo leva de dez a 20 minutos. Além da temperatura, a adig&o
de pequena quantidade de sangue total também pode acelerar o processo (MARX;
GARG, 2002).

Landesberg et al. (2000) quantificaram, por imunoensaio (ELISA), os niveis de
fatores de crescimento no gel de PRP coagulado com o gel ITA (Natex Tecnologus Inc.)
ou pela adicdo de trombina e cloreto de calicio. Ambos os métodos produzem gel de
PRP em menos de 30 minutos. Os niveis de PDGF e TGF-f3 foram similares, mostrando
que o uso do ITA para preparagido do gel é equivalente ao de cloreto de calcio e

trombina, sem a necessidade de equipamento especial e risco de coagulopatia.
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4. MATERIAIS E METODO
4.1. Atendimento aos principios da Bioética

Esta pesquisa obedeceu as normas preconizadas pela Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Sadde/MS sobre diretrizes e normas reguladoras de pesquisa
envolvendo seres humanos e também a Declaragéo de Helsinque, tendo sido aprovada
pela Comisséo de Etica da Universidade de Santo Amaro, UNISA, Parecer n° 26/2005
(ANEXO 1). Os pacientes selecionados receberam informagdes detalhadas a respeito
dos procedimentos que seriam realizados (Carta de Informagdo - ANEXO 3) e
assinaram um termo de consentimento (ANEXO 4); os dados anamnésicos foram
registrados numa ficha (ANEXO 5).

A pesquisa foi prospectiva, comparativa, controlada e randomizada. A fase clinica,
constituida pelas cirurgias, acompanhamento pés-operatério e avaliagées clinicas, foi
executada em pacientes atendidos nas clinicas do Curso de Mestrado em

Implantodontia e de Cirurgia da UNISA.

4.2. Teste de padronizagdo da metodologia de obtengao do PRP e PPP

Antes de iniciarmos a pesquisa propriamente dita, procedemos a verificagdo da
eficacia da técnica de obtencdo do PRP proposta por Gonshor (2002) utilizando a
centrifuga ACE®'. Esse teste consistiu na coleta do sangue de quatro pacientes e na
contagem de plaquetas do sangue total, do PRP e do PPP.

Além disso, para padronizag&o das outras etapas da metodologia, foi selecionado
um paciente com as mesmas caracteristicas dos que integrariam a pesquisa. Nos dois
meses que antecederam ao inicio da fase cirirgica, esse paciente foi submetido aos

mesmos procedimentos realizados nos participantes efetivos, mas nao foi inserido na

'ACE Surgical Supply and Surgical Science Systems, USA.
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coleta dos dados, tendo sua importancia na padronizagdo da metodologia cientifica do

trabalho.

4.3. Selegao dos pacientes: critérios de inclusio e exclusio

Foram selecionados sete pacientes de ambos os sexos e com idades entre 20 e
85 anos, totalizando 36 alvéolos (Tabela 1), de acordo com os seguintes critérios:

A - indicagdo de extragdo bilateral de trés, seis ou nove dentes superiores ou
inferiores na mesma arcada, com indicagdo de posterior reabilitagdo com implantes
dentarios;

B - entendimento do propdsito da pesquisa e aceitagdo de assinar o termo de
consentimento;

C - auséncia de infecgbes mucosas proximas ao local da extragdo e de outras
doencas infecciosas como gengivite e periodontite;

D - auséncia de discrasias sanguineas, uso de anticoagulantes, antiagregantes
plaquetarios e antinflamatorios, e de doengas sistémicas que pudessem contraindicar o
tratamento proposto.

Para atender aos dois Ultimos quesitos os candidatos foram submetidos a
avaliagdo por anamnese geral e especifica e por exames pré-operatorios que
consistiram em hemograma completo, coagulograma e glicemia. Além disso, foram
submetidos a tomada de radiografias panordmica e periapicais. Os pacientes
selecionados foram orientados a nao fazerem uso de nenhum medicamento sem que os
pesquisadores fossem informados previamente.

Por outro lado, os critérios de exclusdo adotados foram auséncia de
entendimento dos fatores de inclusdo acima mencionados; desisténcia, abandono ou
falta de colaboragdo; ocorréncia de gravidez ou enfermidade que impedisse a

continuidade do estudo até a etapa da coleta de material para analise histolégica.
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Conforme demonstrado na Tabela 1, a amostra total foi constituida por 36 alvéolos,
sendo 24 utilizados como testes (12 preenchidos com PRP e 12 com PPP) e 12 como
controles. A escolha dos alvéolos-testes e controles foi determinada por sorteio, sendo
estabelecido que o do meio sempre seria o controle, o que estivesse a direita dele

receberia o PPP e o que estivesse a esquerda receberia o PRP.

TABELA 1 - Posigao, na arcada dentaria, dos dentes com necessidade de exodontia em

cada um dos sete pacientes selecionados.

Paciente Caso Dentes a serem extraidos
1 34, 37, 43
J.C. 2 11, 22, 27
3 12, 21, 26
R. M. S. 4 13, 14, 23
M.S.S. 5 24, 26, 27
6 22, 24, 25
A.C 7 37, 46, 42
B.R.M 8 13,17, 23
9 23, 24, 25
R. N. 10 44,45, 46
11 21,17, 27
FP.C. 12 33,43, 45
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4.4. Coleta do sangue e obtengio dos géis de PRP e PPP

A coleta das amostras de sangue foi realizada ap6s o paciente ser posicionado
na cadeira cirdrgica e ter seu brago limpo com agua e sabdo e ser submetido a
antissepsia com alcool a 70 %. Foram coletadas duas amostras de 8,5ml do sangue de
cada paciente (Fig. 7), de forma a mais atraumatica possivel, de uma veia calibrosa da
face cubital do antebrago, ora a basilica, ora a cefalica. Cada amostra foi recolhida em
um tubo de vidro siliconizado a vacuo Vacutainer?, com capacidade de 10ml, contendo
1,5ml do anticoagulante citrato de sédio a 3,8 % (Fig.1), que capta e neutraliza os ions
calcio encontrados no sangue, formando quelatos que impedem sua coagulagio. Além
disso, o citrato de sodio ndo altera os receptores de membrana das plaquetas,
permitindo a reversdo da coagulagdo na fase posterior em que se adiciona cloreto de
calcio. Os tubos foram homogeneizados manualmente para que todo o sangue coletado
entrasse em contato com o citrato de sédio. Em seguida, foram levados a centrifuga
ACE e girados a 160G por dez minutos, para se obter a separagéo do sangue em trés
componentes basicos com diferentes densidades e pesos moleculares (do menos denso
para o mais denso): o PPP, o PRP e as hemacias. Segundo Marx (1998, 1999), 1 a
3mm da parte superior do extrato de glébulos vermelhos contém plaquetas maiores e
mais recentemente produzidas e leucécitos (buffy-coat) e, portanto, esta parte foi
incluida no PRP. O PRP, o PPP e o buffy-coat foram aspirados separadamente com o
auxilio de seringas de 5ml ligadas a agulhas de 63mm e colocados em Vacultainer
vazios, novamente colocados de forma balanceada na centrifuga e rodados a 400G por
dez minutos. Para que o PRP e o PPP pudessem ser usados no preenchimento dos

alvéolos dentarios, foi necessario iniciar o processo de coagulagao, obtido pela adigéo,

2 Becton Dickinson, USA
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ao volume de PRP produzido, de cloreto de calcio a 10 % na propor¢ao de 1:10 e 5.000

unidades de trombina bovina*

4.5. Atos cirurgicos

As cirurgias foram realizadas seguindo padrdes rigorosos de
biosseguranga. A anestesia foi obtida por injegdo de mepivacaina a 2 % com
levonordefrin®, escolhida devido ao seu rapido inicio de agdo e grande poder de difusdo
nos tecidos. A antissepsia da cavidade bucal foi realizada por enxaguatério com solugdo
de digluconato de clorexidina a 0,12 %°® e a extrabucal com aplicacédo de solugido de
clorexidina a 2 %’, apés as quais foram colocados campos cirdrgicos estéreis. A técnica
cirdrgica incluiu um retalho mucoperiésteo com duas incisdes relaxantes no lado
vestibular do rebordo alveolar, adjacentes aos locais das exodontias. Adotamos este tipo
de incis&o com o objetivo de conseguir melhor visibilidade do campo operatério e,
principalmente, para garantir o fechamento total da ferida cirurgica, proporcionando uma
reparagdo por primeira intengdo. As exodontias foram realizadas por via alveolar,
utilizando um férceps apropriado para cada grupo de dentes e, em seguida, os alvéolos
foram rigorosamente curetados para remover as fibras remanescentes do ligamento
periodontal. Todos os alvéolos-teste foram preenchidos com géis de PRP ou PPP até a
margem da crista 6sseae a ferida foi suturada com fio de seda 038, Os alvéolos-controle
foram preenchidos naturalmente por coagulo sangiiineo e também suturados de forma
semelhante. A coleta do material para analise histoldgica foi realizada 28 dias apés a

realizacao das exodontias.

3 APP, Schaumburg, IL, USA

4 Gentrac Inc, Middleton, WI, USA

3 DFL, Rio de Janeiro - Brasil

¢ Periogard, Colgate Palmolive, Sdo Bernardo do Campo - Brasil
7 Farmavale (farmacia de manipulagdo), Lorena - Brasil

® Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos - Brasil
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Considerando a hipétese de que o PRP e o PPP seriam capazes de intensificar
O processo de regeneragéo, foi necessario escolher um tempo para realizagdo das
bidpsias que antecedesse o tempo de reparacgao fisiolégica. A coleta de material foi
realizada sempre pelo mesmo cirurgido, que utilizou um bisturi circular, para contra-
angulo, com 4,3mm de didmetro, que removeu, do centro da area tratada (centro do
alvéolo original), tecido mole com profundidade média de 4,0mm. Para alcancar essa
padronizagdo, antes das exodontias foram confeccionados guias cirurgicas de acrilico
transparente, que serviram de orientagéo tanto no momento da abertura para coleta do
tecido como da colocagéo dos implantes. Apés a coleta dos espécimes e, quando
possivel, aproveitando as perfuragées realizadas pela broca trefina executadas por um
colega que paralelamente pesquisava a influéncia do PRP e do PPP no grau de reparo
Osseo, foram realizadas a insergées de implantes osseointegraveis ACE®° com
superficie tratada, escolhidos de acordo com a quantidade de osso disponivel em cada

area. A estabilidade primaria dos implantes foi alcangada na regi&o apical dos alvéolos

originais.

4.6. Analise histologica

Apds terem permanecido dois dias imersos em solugdo de Boin, os
fragmentos de tecido mole correspondentes as areas experimentais e controle foram
preparados para estudos histolégicos, procedendo-se a incluséo do material conforme

as seguintes etapas:

® ACE Surgical Supply and Surgical Science Systems, USA.
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a) desidratacdo: executada em séries crescentes de alcool (70 %, 80 %,
90%, 95 %, absoluto |, absoluto II, absoluto I1l), com um tempo de 30 minutos em cada

banho;

b) diafanizagdo: obtida apés trés banhos em xilol, com duragdo de 15
minutos cada;

c) infiltrag@o: foram realizados trés banhos em parafina a 600°C, com

duragéo de 20 minutos cada. Apés o Ultimo o material foi incluido em parafina.

Em seguida os blocos de parafina foram levados ao micrétomo, obtendo-se
cortes transversais seriados com 6um de espessura, que foram fixados em laminas de
vidro, mantidos em estufa por trés horas e corados com hematoxilina-eosina (HE).

Todas as amostras previamente codificadas (Tabela 2) foram enviadas para
analise em laboratorio, sem identificagdo das amostras com relagdo ao grupo a que
pertenciam e analisadas por um mesmo patologista que ndo estava ciente de quais
sitios haviam sido tratados com PRP, PPP e coagulo sangiineo.

TABELA 2 - Codificag@o dos espécimes enviados para analise histoldgica.

Alvéolos Alvéolos Alvéolos preenchidos
Casos Pacientes | tratados com tratados com naturalmente com
PRP PPP coagulo sanglineo
(controle)

1 J. C. 37 43 34
2 27 11 22
3 26 12 21
4 R. M. S. 23 13 14
5 M. S. S. 27 24 26
6 A.C 25 22 24
7 37 46 42
8 B.R. M. 23 17 13
9 R.N. 44 46 45
10 27 17 21
11 25 23 24
12 F.P.C. 33 45 43
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Os espécimes foram analisados por um mesmo histopatologista, como podemos
conferir no laudo (ANEXO 2), utilizando varredura longitudinal em microscépio 6ptico™
que dispde de trés lentes oculares que permitiram-nos acompanhar o exame.

Nesse exame foram utilizados critérios que pudessem avaliar o grau de
reparacao de tecidos moles propiciado pelo PRP e PPP. Para tanto, valemo-nos dos
parametros preconizados por Boyne (1966) que denunciam diferentes estagios dessa
reparagao: presencga ou auséncia de células mesenquimais indiferenciadas, quantidade
de infiltrado inflamatério, quantidade de vasos neoformados e graus de fibrose e
hialinizagao.

Com base na analise conjunta dos parametros detectados em cada caso, foi
conferido um escore que possibilitou as conclusbées deste trabalho: 0, 1, 2 e 3,
respectivamente para os tecidos que apresentavam regeneragdo em grau ausente,
discreto, moderado ou acentuado.

A sequéncia dos procedimentos experimentais por nés adotados esta resumida

no Fluxograma e na sequéncia fotografica apresentados nas paginas seguintes.

1 Nikon Eclipse E 200 - Japio.
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FLUXOGRAMA

Selegdo dos pacientes por anamnese e exames clinicos, laboratoriais e radiograficos

4

Coleta de 17ml de sangue periférico :> Primeira centrifugagdo a 160G por 10 min.

4

Separa¢do do sobrenadante e do plasma

4

Segunda centrifugagdo a 400G por 10 min.

J

Separag@o do PRP e do PPP e ativagdo de ambos com

cloreto de calcio a 10% + 5.000U de trombina bovina

J

Exodontia de trés elementos na mesma arcada, coloca¢do do PPP no alvéolo mais a
direita, formagéo de coagulo natural no alvéolo do centro, colocag@o do PRP no
alvéolo mais a esquerda e fechamento do tecido mole por primeira inteng&o.

ﬂ 28 dias

Exame clinico das condig¢des do local e retirada, com bisturi circular, de amostra
do tecido mole do local da ferida cirtrgica.

J

Amostras dos tecidos moles fixadas em Boin.

4

Analise histologica.
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4.7. Seqliéncia fotografica do experimento.

Figura 1 - Primeira centrifugacso. Figura 2" Apos a primeira centrifugacao e
separacao do plasma total e PRP.

Plasma total

PRP

Hemacias

Figura 3 - Apoés a segunda
centrifugacao.

T, g

— PPP
—.
—_— PRP
Figura 4 - Gel de PPP. Figura 5 - Gel de PRP.

Gel de PPP Gel de PRP
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Figura 6 - Caso clinico na arcada superior. Figura 7 - PPP colocado no alvéolo.

Gel
de
PPP

Figura 8 - Remogao dos espécimes gengivais. Figura 9 - Aspecto apos a remogio.




5. RESULTADOS

5.1. Contagem de plaquetas no sangue total, PRP e PPP

45

Na Tabela 3 esta o resultado obtido na contagem das plaquetas no sangue, no

PRP e no PPP dos quatro pacientes aleatoriamente selecionados, com a finalidade de

padronizacdo da técnica de obtencdo do PRP e na Figura 10 esta a comprovacao da

manutenc¢ao da integridade desses corpusculos no PRP.

TABELA 3 - Contagem das plaquetas no sangue, PRP e PPP de quatro pacientes

aleatoriamente selecionados, com a finalidade de padronizagao da obtengao do PRP.

Paciente | Numero de plaquetas/

Numero de plaquetas/

Numero de plaguetas/

mm?® do sangue total mm® do PRP mm? do PPP
1 144.000 676.000 69.000
2 95.000 394.000 36.000
3 132.000 666.000 58.000
4 114.000 599.000 49.000

Figura 10 - Esfregagco do PRP, corado por hematoxilina-eosina (HE), utilizado na

padronizacdo para atestar a integridade das plaquetas apds as centrifugagées.

Plagueta integra
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5.2. Analise histologica

Nas Tabelas 4 a 15 constam os escores conferidos pela histolopatologista aos

parametros de reparagao visualizados nas amostras coletadas dos 12 casos.

TABELA 4 - Relagdo dos escores conferidos ao grau de presenca dos critérios

empregados na verificagcdo da reparagao dos tecidos moles do caso 1 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneracgao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP

Células mesenquimais

indiferenciadas 0 0 0
Infiltrado inflamatdrio 3 1 2
Neovascularizagao 2 1 0
Fibrose 2 2 1
Hialinizacao 2 2 0
Nota 2 3 1

Legenda: 0 = ausente 1 = discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 5 - Relagéo dos escores conferidos ao grau de presenga dos critérios

empregados na verificagao da reparagéo dos tecidos moles do caso 2 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneracao de| tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP

Células mesenquimais

indiferenciadas 2 0 1
Infiltrado inflamatorio 1 0 1
Neovascularizagao 2 2 2
Fibrose 2 3 2
Hialinizagao 2 2 2
Nota 2 3 2

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 6 - Relagdo dos escores conferidos ao grau de presenca dos critérios

empregados na verificagdo da reparagao dos tecidos moles do caso 3 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneragao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP

Células mesenquimais

indiferenciadas 2 1 2
Infiltrado inflamatério 1 1 1
Neovascularizagao 3 1 1
Fibrose 3 1 1
Hialinizagao 2 2 2
Nota 3 2 1

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 7 - Relagido dos escores conferidos ao grau de presenga dos critérios

empregados na verificagdo da reparagio dos tecidos moles do caso 4 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos tratados
regeneracgao de tratados com com Alvéolos-
tecidos moles PRP PPP controle
Células mesenquimais

indiferenciadas 1 0 0

Infiltrado inflamatério 2 3 3

Neovascularizagao 3 0 1

Fibrose 3 2 2

Hialinizagao 1 0 0

Nota 3 1 2

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado



50

TABELA 8 - Relagdo dos escores conferidos ao grau de presenca dos critérios

empregados na verificagdo da reparagéo dos tecidos moles do caso 5 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneracao de tecidos tratados com tratados com controle
moles PRP PPP
Células mesenquimais
indiferenciadas 1 0 0
Infiltrado inflamatério 1 2 3
Neovascularizagao 3 3 1
Fibrose 3 2 2
Hialinizagao 3 2 2
Nota 3 2 1

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 9 - Relagéo dos escores conferidos ao grau de presenga dos critérios

empregados na verificagdo da reparagio dos tecidos moles do caso 6 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneragao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP
Células mesenquimais

indiferenciadas 1 0 0
Infiltrado inflamatério 3 3 3
Neovascularizagéo 2 2 2
Fibrose 1 1 0
Hialinizagao 0 0 0
Nota 2 3 2

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 10 - Relagdo dos escores conferidos ao grau de presenga dos critérios

empregados na verificagao da reparagao dos tecidos moles do caso 7 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneragao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP

Células mesenquimais

indiferenciadas 1 0 1
Infiltrado inflamatério 1 1 1
Neovascularizagao 3 3 3
Fibrose 3 3 2
Hialinizagao 3 3 3
Nota 2 3 1

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 11 - Relacdo dos escores conferidos ao grau de presenga dos critérios

empregados na verificacao da reparagéo dos tecidos moles do caso 8 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneracao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP FPP

Células mesenquimais

indiferenciadas 1 0 0
Infiltrado inflamatdrio 1 1 2
Neovascularizagéo 3 3 3
Fibrose 3 3 3
Hialinizacao 3 3 3
Nota 1 3 2

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 12 - Relacdo dos escores conferidos ao grau de presenca dos critérios

empregados na verificagdo da reparacéo dos tecidos moles do caso 9 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneracdo de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP

Células mesenguimais

indiferenciadas 1 1 0
Infiltrado inflamatério 2 0 2
Neovascularizagao 3 2 2
Fibrose 2 2 2
Hialinizacao 2 3 2
Nota 2 3 2

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado



55

TABELA 13 - Relagdo dos escores conferidos ao grau de presenca dos critérios

empregados na verificagdo da reparagao dos tecidos moles do caso 10 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneragao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP

Células mesenquimais

indiferenciadas 1 0 0
Infiltrado inflamatério 1 1 3
Neovascularizagao 2 3 1
Fibrose 2 2 2
Hialinizagao 2 2 2
Nota 2 3 2

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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TABELA 14 - Relacdo dos escores conferidos ao grau de presenca dos critérios

empregados na verificagdo da reparagdo dos tecidos moles do caso 11 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alveéolos Alvéolos-
regeneracao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP
Ceélulas mesenguimais

indiferenciadas 0 0 2
Infiltrado inflamatério 3 = 2
Neovascularizagao 1 3 2
Fibrose 2 2 1
Hialinizagéo 2 2 1
Nota 2 3 1

Legenda: 0 = ausente 1 =discreto 2 = moderado 3 = acentuado
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15 - Relagdo dos escores conferidos ao grau de presenga dos critérios empregados na

verificag&o da reparagao dos tecidos moles do caso 12 em 28 dias.

Escores conferidos

Parametros de Alvéolos Alvéolos Alvéolos-
regeneracao de tratados com tratados com controle
tecidos moles PRP PPP
Células mesenquimais

indiferenciadas 1 0 0
Infiltrado inflamatério 2 3 3
Neovascularizagao 2 2 2
Fibrose 2 1 1
Hialinizagcao 1 0 0
Nota 3 2 2

Legenda: 0 = ausente 1 = discreto 2 = moderado 3 = acentuado

Dentre as amostras examinadas, selecionamos algumas no sentido de demonstrar as

diferengas na atribuigao dos escores (Figuras 11 a 18).
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Figura 11 - Pequeno nimero de células mesenquimais (escore 1) em corte histolégico

de tecido mole alveolar corado por hematoxilina-eosina: 400x1,2.
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Figura 12 — Acentuada presenga de células mesenquimais (escore 3) em corte

histologico de tecido mole alveolar corado por hematoxilina-eosina; 400x1,0.
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Figura 13 - Auséncia de infiltrado de células inflamatodrias (escore 0) em corte

histolégico de tecido mole alveolar corado por hematoxilina-eosina; 200x1,2.

Figura 14 — Presenca de acentuado grau de infiltrado de células inflamatérias (escore 3)

em corte histologico de tecido mole alveolar corado por hematoxilina-eosina; 200x1,2.
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Figura 15 - Grau minimo de neovascularizagao (escore 1) em corte histolégico de tecido

mole alveolar corado por hematoxilina-eosina; 200x1.2.
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Figura 16 — Acentuado grau de neovascularizagao (escore 3) em corte histologico de

tecido mole alveolar corado por hematoxilina-eosina; 200x1,2.
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Figura 17 — Graus minimos de hialinizagéo e de fibrose (escore 1) em corte histologico
de tecido mole alveolar corado por hematoxilina-eosina; 400x1,2. (Maior aumento para

tentar uma melhor visualizagao dos parametros).
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Figura 18 — Graus acentuados de hialinizagdo e de fibrose (escore 3) em corte

histologico de tecido mole alveolar corado por hematoxilina-eosina; 200x1,2.
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Os escores conferidos na andlise global dos parametros observados na

analise histolégica das 12 amostras de tecido mole alveolar coletadas sao apresentados

na Tabela 16.

TABELA 16 — Relagdo dos escores globais conferidos na andlise dos parametros
histolégicos adotados para a verificagdo do grau de reparacio das amostras de tecido
mole que recobriam alvéolos dentais preenchidos 28 dias antes com PRP, PPP e
coagulo sangliineo (controle) mostrando, para cada caso analisado, o preenchimento

que resultou no melhor nivel de regeneracéo.



Escores conferidos

Alvéolos Alvéolos Alvéolos
tratados com | tratados com preenchidos Melhor
Caso com coagulo regeneragao
PRP PPP sanguineo obtida com
(controle)
1 2 3 1 PPP
2 2 3 2 PPP
3 3 2 1 PRP
4 3 1 2 PRP
5 3 2 1 PRP
6 2 3 2 PPP
7 2 3 1 PPP
8 1 3 2 PPP
9 2 3 2 PPP
10 2 3 2 PPP
11 2 3 1 PPP
12 3 2 2 PRP
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Legendas : Escore 01 = grau discreto de regeneragéo
Escore 02 = grau moderado de regeneragao

Escore 03 = grau acentuado de regeneragéo
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Os dados percentuais relativos aos diferentes niveis de regeneragéo tecidual
em funcdo do tratamento com PRP e PPP, tendo como controle as verificadas
naturalmente, constam da Tabela 17 e da Fig. 19.

TABELA 17 - Percentuais de reparos teciduais considerados discretos, moderados ou
acentuados, observados na andlise histologica de tecidos moles 28 dias apoés os

alvéolos dentais terem sido preenchidos com PRP, PPP ou coagulo sangilineo.

Reparacéo Reparacao Reparacéo
discreta moderada acentuada
PRP 8,33 % 58,33 % 33,33 %
PPP 8,33 % 25 % 66,66 %
CONTROLE 41,66 % 58,33 % 0%

Figura 19 — Grafico das porcentagens de tecidos moles com niveis histologicos de
reparo considerados discretos, moderados ou acentuados, 28 dias apds os alvéolos

dentais terem sido preenchidos com PRP, PPP ou coagulo sanglineo.
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6. DISCUSSAO

Na atualidade, apés ter conseguido pleno éxito com a técnica de
osseointegracdo, o implantodontista tem voltado sua atencdo principalmente para
resolver casos em que s@o necessarios, antes da cirurgia de inser¢ao, enxertos
destinados a preencher grandes perdas 6sseas. Para favorecer o crescimento de tecido
mole para recobrimento de enxertos ésseos na boca, algumas técnicas tém sido
desenvolvidas, entre elas a distragéo osteogénica, na qual o tecido mole “cresce” junto
com o crescimento ésseo. A consagrada técnica do PRP tem sido utilizada mais com a
finalidade de promover osseoindugdo e aparentemente nunca foi proposta como
favorecedora da reparagdo da gengiva que recobre o alvéolo de dentes recém-
extraidos. Mas o PPP, utilizado com a denominagao de “cola autégena” principalmente
em Neurocirurgia e Cirurgia Plastica devido as suas caracteristicas de promover
hemostasia e alto poder de regeneragéo de tecidos moles, ndo tém recebido a atengéo
devida pelos pesquisadores da Odontologia. O unico relato de seu uso em cirurgia
odontoldgica que nos foi possivel encontrar no levantamento bibliografico consta do
capitulo redigido por Chagas; Oliveira e Bortolli Junior no livro “Plasma rico em
plaguetas e fatores de crescimento: da pesquisa cientifica a clinica odontolégica”
(PONTUAL; MAGINI, 2004); os autores usaram o PPP como membrana de
recobrimento em cirurgias de elevacdo da membrana do seio maxilar nas quais o PRP
foi usado como enxerto em conjunto com hidroxiapatita e osso humano liofilizado. Mas
com relagdo a sua aplicagdo em alvéolos dentarios formados em conseqiiéncia de
exodontias — um dos objetivos desta pesquisa — nao nos foi possivel encontrar nenhum
relato cientifico.

A proposta deste experimento foi estudar, com base em dados histolégicos, a
tese de que um leito que necessita de reparagdo tecidual o fara quantitativa e

qualitativamente melhor se a esse leito for adicionado o PRP e o PPP. De acordo com
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varios pesquisadores que defendem seu uso, o gel de PRP libera grande concentracao
de fatores crescimento estimuladores do desenvolvimento tecidual. Por sua vez, o gel de
PPP, em funcao do elevado teor de fibrina, promove alto grau de hemostasia e adeséo
tecidual.

O modelo experimental escolhido foi a reparacdo do alvéolo dental apos
exodontia, que apresenta uma cronologia dos processos biologicos reparacionais bem
estudada notadamente por Lind (1998), Amler (1969) e Ohta et al. (1993).

De acordo com Lind (1998), o reparo do alvéolo dental humano apos exodontia
esta completo ao redor de 60 dias, evidentemente incluindo o dos tecidos epitelial e
conjuntivo. Este dado serviu de referéncia para determinarmos que o parametro a ser
estudado seria a evolugéo do reparo do tecido conjuntivo.

Assim, definimos, como momento ideal para reabertura dos alvéolos dentais e
coleta do material para andlise histologica, 28 dias apos as exodontias e a colocagio de
enxerto com o PRP e PPP. Embora a observagido em 28 dias possa parecer um tanto
quanto precoce, partimos da idéia de que nesse tempo a reparac¢ao do tecido conjuntivo
estaria numa fase intermediaria, possibilitando-nos avaliar o real efeito desses enxertos
no aceleramento da reparacao da gengiva formada sobre os alvéolos dentarios, tendo
como base a ocorrida quando do preenchimento natural com o coagulo sanguineo
(controle). Nossa premissa foi que observagdes feitas em tempos maiores oferecem
melhor condigdo para a reparagao natural, dificultando a avaliagao do desempenho dos
enxertos.

Antes de iniciarmos a parte experimental efetiva deste estudo, em funcdo da
existéncia de varios protocolos, resolvemos definir uma técnica de obtengdo e de
ativacédo do PRP e do PPP.

Para a obtencao, estudamos e testamos diversas técnicas descritas na

literatura e a que mais se mostrou eficiente foi a proposta por Gonshor (2002), que

utiliza dupla centrifugagéo no aparelho ACE® . Esse autor fundamentou-se no trabalho



67

de Marx (1999), segundo o qual a concentragéo eficiente de plaquetas no PRP deve ser
de pelo menos um milhdo/ml em um volume de Sml, obtida por centrifugagéo dupla; a
primeira, a 160G por dez minutos, faz a separagdo entre as hemacias e o plasma
(plaquetas e fibrinogénio) e a segunda, a 400G por dez minutos, separa as plaquetas do
fibrinogénio.

Para a ativagédo do PRP e do PPP, também baseamo-nos em Marx (1999),
segundo o qual dez minutos apés o inicio da coagulacéo, as plaquetas secretam 70 %
de seus fatores de crescimento e préximo de 100 % na primeira hora. Para controlarmos
melhor esse tempo de liberagao dos fatores de crescimento acrescentamos cloreto de
calcio a 10 % e trombina bovina na concentragdo de 5.000 U, como recomendado por
Gonshor (2002). Essa mistura faz com que a coagulacio do PRP e do PPP seja
praticamente imediata, enquanto que se n&do usarmos a trombina, o tempo aumenta
para dez ou 15 minutos, desperdigando a maior parte dos fatores de crescimento (MAN
et al, 2001; MARX, 1998).

Segundo alguns autores (ORTEL, 1994, SARA et al.,, 1994), a trombina
bovina € imunogénica, podendo levar o individuo receptor a produgdo de anticorpos
para o fator V da coagulacéo sangiinea. No entanto, recentemente foi comprovado que
a trombina bovina pode ser utilizada com seguranga, pois ¢ pegueno numero de
hemorragias relatadas apés cirurgias ortopéedicas e neurolégicas (menos de 20 casos
em mais de dez milhdes) nao ocorreu pela formagao de anticorpos para a trombina
bovina, mas para o fator bovino 'Va”, um contaminante do processo de preparagéo da
trombina (MARX, 2004). Na trombina bovina Gentrac®, produzida desde 1997, a
contaminacao com o fator ‘Va” foi bastante reduzida, de 50mg/ml para 0,2mg/ml. Além
disso, a trombina bovina usada como hemostatico & aplicada em altas doses (superiores

a dez mil unidades) e diretamente sobre a ferida , o que nao ocorre com a utilizada no

PRP (apenas 5.000 U).
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Para que tivéssemos parametros de comparagdo das diferentes etapas de
reparacao dos tecidos moles, foi desenvolvido um sistema de pontuag¢do na forma de
escores, levando-se em consideragdo a analise conjunta do grau de presenca de cinco
parametros observados nas amostras analisadas histologicamente: células
mesenguimais indiferenciadas, infiltrado inflamatério, neovascularizagao, fibrose e
hialinizagdo. Esses pardmetros fazem parte de todo um conjunto de reparagéo e ndo
podem ser analisados separadamente por estarem intimamente relacionados.

Cada parametro analisado tem seu grau de importancia e sé pela analise
conjunta deles podemos determinar o grau de reparagdo do tecido mole. A presenca de
células mesenquimais indiferenciadas &€ sempre muito desejada em qualquer processo
reparador, pois demonstra grande poder de transformar células indiferenciadas em
células secretoras (osteoblastos, fibroblastos, etc.) No entanto, como nosso objetivo foi
observar a reparagdo no periodo de 28 dias, a presenca destas células confere ao
espécime a caracteristica de estar em um estagio menos avancado de reparacdo. A
presenca de infiltrado inflamatério s6 €& notada também nos estagios iniciais da
reparagéo, por isso quanto maior o grau de inflamagao, menor o estagio de reparagéo. A
neovascularizacao e responsavel pela nutrigdo das células que atuam na reparagéo e s6
€ notada nos estagios intermediarios e finais da reparacao, por isso quanto maior a
vascularizagéo maior o grau de reparagdo. A fibrose esta presente nas etapas finais da
reparagcao e por isso quanto maior a fibrose, mais evoluido esta o processo de
reparacdo. A hialinizagao € a presenca de um tecido maduro que aparece em processos
cicatriciais ou reparativos, por isso, se este tecido estiver presente, é sinal que a
reparagdo esta em estagio mais avangado.

Diversas referéncias na literatura relataram a efetividade e modo de agéo do
PRP na reparagdo dos defeitos 6sseos e gengivais, incluindo os periodontais e os
perimplantares. Porém, nao nos foi possivel encontrar nenhuma pesquisa que

descreveu o uso do gel de PRP no preenchimento de alvéolos dentais apds exodontia,
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com a finalidade de promover reparo mais rapido do tecido mole a ser reaberto para a

instalagdo de implantes dentarios. Por outro lado, aparentemente este também é o

primeiro relato da efetividade do PPP na aceleragao do reparo de tecido mole bucal,

fazendo com que os resultados obtidos nesta pesquisa ndo possam ser cotejados com
0s de outros autores.

Assim, novamente € digna de mengéo a caréncia de estudos envolvendo uma

possivel influéncia desses produtos no aceleramento da reparacdo de tecidos moles

bucais.
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7. CONCLUSAO

Levando em consideragdo a comparagio das observacses dos parametros
histoldgicos adotados para a avaliagdo do grau de reparo do tecido gengival ocorrido em
28 dias em alvéolos submetidos ao tratamento com PRP ou PPP e nos preenchidos
simplesmente com coagulo sangiineo (controle), podemos concluir que:

1. nesse tempo aparentemente curto essas amostras se prestaram
adequadamente para a analise histolégica dos diferentes parametros de reparacéo de
tecidos moles;

2. em 28 dias todos os alvéolos que receberam tanto o PRP como o PPP
apresentaram reparagao mais rapida dos tecidos moles que os preenchidos apenas com
o coagulo natural, mas o PPP mostrou-se ainda mais eficaz que o PRP.

Como aparentemente este & o primeiro relato deste beneficio em alvéolos

dentarios, fica evidente a necessidade de novas pesquisas para a devida comprovacgéo.
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MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE DE SANTO AMARO

Cons_elh_u Nacional de Saude ComitéRde ftica:;q::squ:i:::
Comissaa Nacional de Etics em Pesquisa - CONEP egistra e

Aprovado em 16/05/2000

PARECER N.° 26/2005
REGISTRO CEP UNISA N.° 156/05

Projeto de Pesquisa: “Analise histologica, em humanos, da @eficiéncia do plasma Rico em

plaquetas e do Plasma Pobre em plaquetas na reparagio de tecido mole de alvéolos dentais
apos a extragio.”

Responsaveis: Pos- Graduando: Sérgio Henrique Ferreira de Oliveira

Orientador: Prof Dr. Wilson Roberto Sendyk

Area Tematica Especial: Odontologia

Prezado Pesquisador:
Ao se proceder a analise do processo em questdo, cabe a seguinte consideragio:

As informagdes apresentadas atendem aos aspectos fundamentais das Resolucdes CNS 196/96,

251/97 e 292/99, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas da UNISA, de acordo com as atribuigdes
da Resolugdo 196/96, manifesta-se pela APROVACAOQO do projeto de pesquisa. com o
objetivo de avaliar a eficacia do uso do plasma Rico em plaquetas e do plasma Pobre em
plaquetas como coadjuvante da reparagdo de tecidos moles e da mucosa em futuros sitios de
implantes em alvéolos recém extraidos.

Sao Paulo, 14 de margo de 2005

Jikorh,
PROF. DR. CARLOS DE SOUSALUCCI
Presidente do Comité de Ftica em Pesquisas

UNISA - Universidade de Santo Amaro
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ANEXO 2
Laudo comprovando que a analise das laminas histologicas foram feitas pela

histopatologista do Hospital das Clinicas Dra. Claudia de Oliveira
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INSTITUTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA
“PROF. F. E. GODOY MOREIRA”
SEGAO DE ANATOMIA PATOLOGICA

DECLARAGAO

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

PLAQUETAS, PLASMA POBRE EM PLAQUETAS E COAGULQO NATURAL”
do Dr. Sérgio Oliveira Filho.

m/
CLAUDIA REGINA GOMES CARDIM MENDES DE OLIVEIRA

MEDICA CHEFE
SECAO DE ANATOMIA PATOLOGICA

Rua Dr. Qvidio Pires de Campos, 333 — Cerqueira César — CEP 05403-010 — S&o Paulo - SP
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ANEXO 3 - Carta de Informacao
CARTA DE INFORMAGCAO

Titulo: Analise histolégica, em humanos, da eficacia do Plasma Rico em Plaguetas na

reparagao de alvéolos apés a extracio

Estas informacdes estdo sendo fornecidas para a sua participagao voluntaria
r'weste estudo que visa verificar a efetividade do plasma rico em plaquetas na reparagéo
Ossea.

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

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

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o
cirurgido dentista Sergio Henrique F. de Oliveira, que pode ser encontrado na
Universidade de Santo Amaro no endereg¢o: Rua Prof. Enéas Siqueira Neto, 340,
Telefone (11) 5929-5477. Se vocé tiver alguma consideragao ou dlvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua
Prof. Enéas Siqueira Neto, 340, Telefone (11) 5929-56477, fax: (11) 520-9160.

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

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

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

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o paciente tem direito, a tratamento médico na
instituigao, bem como &s indenizagdes legalmente estabelecidas.

O pesquisador se compromete a utilizar os dados e o material coletado somente

para a pesquisa.

Sergio Henrique F. de Oliveira

Pesquisador responsavel
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ANEXO 4 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

EU‘ RG

residente a

acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagées que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Estudo histolégico, em humanos, da
eficacia do Plasma Rico em Plaquetas na reparagdao dssea de alveolos dentais
apos a extragao”,

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

Data / /

Assinatura do paciente/representante

Data / /

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.
Data__/ [

Assinatura do responsavel pelo estudo



ANEXO 5 - Ficha de anamnese

UNIVERSIDADE DE SANTO AMARO
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA

IDENTIFICACAO
Nome do paciente Numero:
Nascimento__/ / |dade Género
Endereco
Cidade Cep Fone: ()
Profissao - Estado Civil
R.G.: GP
Datadacoleta _ / /

ANAMNESE

Ha quanto tempo foi a sua Ultima consulta médica?

Qual o motivo? Médico:

No momento esta fazendo algum tratamento médico?

Esta tomando algum medicamento? Sim () Nao( )
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NOME POSOLOGIA TEMPO DE USO

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

medicamento:

Sistema Respiratorio:
Tem ou teve?

Rinite:

Bronquite:

Siniusite:

Asma:

Enfisema Pulmonar:

Sistema Gastrointestinal:
Tem ou teve?

Gastrite:




Ulcera:

Sistema Urogenital:

Calculo renal:

Infec¢do Urinaria:

Sistema Cardiovascular:
Tem ou teve?

Angina:

Infarto do Miocardio:

Arritimia:

Proiapso:

Sopro:

Endocardite:

Cansacgo excessivo ao esforgo fisico:

Formigamento de extremidades:

Hiper ou Hipotensao arterial:

varizes:

Sistema Endoécrino

Tem ou teve?

Diabete:

Hiper ou hipotiroidismo:

Doengas Infecto Contagiosas:
Tem ou teve?

AIDS:

Sifilis:

Hepatite:

Tuberculose:
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Exame Fisico

Sinais vitais:
Loco-Regional:

Extra_oral

.............................................................................................................................
..............................................................................................................................................
..............................................................................................................................................
.............................................................................................................
..................................................................................................................
.................................................................................................................................
.................................................................................................................................

.................................................................................................................................



