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Resumo

Introdugao: Tem sido sugerido que enxertos 6sseos associados ao Plasma Rico em Plaquetas (PRP) cicatrizam com
maior densidade que os enxertos sem PRP. Contudo, esse resultado parece depender da propor¢ao PRP/enxerto dsseo
utilizada. Objetivo: O propdsito deste estudo foi avaliar, radiograficamente, a influéncia da propor¢do PRP/enxerto
de Osso Autdgeno (OA) no reparo dsseo de defeitos de tamanho critico (DTCs) criados cirurgicamente em calvarias
de ratos. Material e método: Cinquenta ratos foram divididos em cinco grupos: C, OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100
e OA/PRP-150. Um DTC de 5 mm de didmetro foi criado na calvaria de cada animal. No Grupo C, o defeito
cirargico foi preenchido somente com coagulo sanguineo. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com enxerto
de OA particulado. Nos grupos OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150, o defeito foi preenchido com enxerto de
OA particulado associado a 50, 100 ou 150 pL de PRP, respectivamente. Os animais foram eutanasiados aos 30 dias
pos-operatorios. Imagens radiograficas padronizadas das calvarias foram obtidas com o sistema Digora (Soredex,
Finlandia). As imagens foram avaliadas por trés examinadores por meio de escores, que indicaram o percentual de
radiopacidade dos defeitos. Os escores obtidos foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultado:
O Grupo C apresentou radiopacidade significativamente menor que os grupos OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100 e
OA/PRP-150 (p < 0,05). O Grupo OA/PRP-50 apresentou radiopacidade significativamente maior que os grupos
OA/PRP-100 e OA (p < 0,05). Conclusdo: Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a propor¢iao
PRP/enxerto de OA influencia a cicatrizagdo de DTCs criados em calvarias de ratos.

Palavras-chave: Regeneracdo dssea; fator de crescimento; plaquetas; radiografia.

Abstract

Introduction: It has been suggested that bone grafts combined with platelet rich plasma (PRP) present greater
density than bone grafts without PRP after healing process. However, this result may depend on proportion
PRP/autogenous bone (AB) graft used. Objective: The purpose of this study was to analyze radiographically the
influence of the proportion PRP/particulate autogenous bone (AB) graft on bone healing in surgically created critical-
size defects (CSD) in rat calvaria. Material and method: 50 rats were divided into 5 groups: C, AB, AB/PRP-50,
AB/PRP-100 and AB/PRP-150. A 5 mm diameter CSD was created in the calvarium of each animal. In Group C the
defect was filled by blood clot only. In Group AB the defect was filled with 0.01 mL of AB graft. In groups AB/ RP-50,
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AB/PRP-100 and AB/PRP-150 the defects were filled with 0.01 mL of AB graft combined with 50, 100 and 150 uL
of PRP, respectively. All animals were euthanized at 30 days post-operative. Standardized radiographic images
of the rat calvaria were obtained using Digora System (Soredex, Finland). The images were evaluated by three
examiners using scores that indicated the percentage of radiopacity of the defect. The obtained data were subjected
to statistical analysis (Kruskal-Wallis test, p < 0.05). Result: Group C presented radiopacity significantly lower than
groups AB, AB/PRP-50, AB/PRP-100 and AB/PRP-150. Group AB/PRP-50 showed radiopacity significantly greater
than groups AB/PRP-100 and AB. Conclusion: It can be concluded that the proportion PRP/AB graft influences

bone healing in CSD in rat calvaria.

Keywords: Bone regeneration; growth factors; platelets; radiography.

INTRODUCAO

Atualmente,  abordagens  terapéuticas  clinicamente
estabelecidas para o tratamento de defeitos de tamanho critico
incluem autoenxertos, aloenxertos e materiais artificiais utilizados
isolados ou em associagdo com o enxerto 6sseo. No entanto, essas
técnicas possuem suas desvantagens: os autoenxertos geralmente
oferecem suprimento de tecido insuficiente, resultando em
morbidade do sitio doador. Os aloenxertos podem resultar em
rejeicdo imunoldgica e inflamagdo. Felizmente, a engenharia
tecidual tem sido bastante explorada, com a finalidade de superar

essas restricoes'.

Uma das biotecnologias que tém se destacado nos ultimos
anos é o Plasma Rico em Plaquetas (PRP)%. A racionalidade
para o uso local do PRP estd, sobretudo, no aumento do nivel
de fatores de crescimento no sitio da ferida apos a degranulagao
plaquetaria’. Estudos in vivo e in vitro da agdo isolada desses
fatores concluiram que os mesmos sdo potenciais agentes

terapéuticos para acelerar o reparo de defeitos dsseos®*.

Sob o ponto de vista da aceitagdo bioldgica, o enxerto dsseo
autégeno ¢ considerado “padrdo ouro” nos procedimentos
regenerativos, sendo o que apresenta melhor progndstico®®.
A possibilidade de aumentar o potencial osteogénico desses
enxertos foi demonstrada de maneira promissora por Marx et al..
Eles avaliaram, em 88 pacientes, a combina¢io de PRP e enxertos
6sseos medulares no tratamento de defeitos mandibulares
continuos, com 5 a 6 cm, resultantes da remogdo de tumores
benignos e malignos. Os resultados deste estudo mostraram uma
maturagdo mais rapida dos enxertos com PRP (1,16 a 2,16 vezes),
bem como uma maior densidade dssea dos mesmos quando
comparados aos enxertos sem PRP.

Enquanto varios estudos evidenciaram os beneficios do PRP
combinado com enxertos de osso autégeno® no processo de
cicatrizacio de defeitos dsseos, outros estudos ndo encontraram
nenhuma vantagem referente ao uso dessa associagdo'™'.
Tentando compreender esses diferentes resultados, Choi et al.'?
investigaram os efeitos de variadas concentragbes de PRP
sobre osteoblastos in vitro. Estes autores observaram que altas
concentragdes de PRP podem suprimir o crescimento celular,
sendo as amostras com mais de 30% de PRP consideradas
citotoxicas. Os autores inferiram, entdo, que a relagdo entre
o volume de PRP e a quantidade de enxerto dsseo poderia
influenciar os resultados dos procedimentos regenerativos.
Nagata et al.” demonstraram que a propor¢ao PRP/enxerto de

osseo autdgeno influencia a expressdo das proteinas osteopontina
e osteocalcina durante o processo de cicatrizacdo de defeitos de
tamanho critico, criados cirurgicamente em calvérias de ratos.

Os estudos que avaliaram a influéncia do PRP combinado com
enxertos de 0sso autdgeno no processo de reparo dsseo utilizaram
diferentes volumes de PRP. Marx et al.’ usaram aproximadamente
70 mL de PRP, produzido a partir de 400 a 450 mL de sangue,
e misturaram com o0sso autégeno para o tratamento de defeitos
mandibulares com 50 mm de didmetro ou mais. Robiony et al.’®
e Mazor et al." usaram 8 mL de PRP em seus estudos clinicos.
Em estudos experimentais em animais, diversos volumes de PRP
foram utilizados em coelhos' e ovelhas'.

Nota-se, portanto, que a influéncia da propor¢do de
PRP e osso autégeno no processo de reparo ainda ndo foi
avaliada apropriadamente. Essas proporgdes parecem ter sido
empiricamente escolhidas em todos os estudos realizados até o
presente momento. Tendo em vista a caréncia de pesquisas nesse
campo, o proposito deste estudo foi avaliar, radiograficamente, a
influéncia da proporgao PRP/enxerto de osso autdgeno no reparo
osseo de defeitos de tamanho critico criados cirurgicamente em
calvarias de ratos.

MATERIAL E METODO

1. Modelo Experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissao de
Etica na Experimentagio Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aragatuba, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP. Foram utilizados
50 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade
entre 5 e 6 meses, pesando entre 450 e 500 g (UNESP, Biotério
da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba-SP). Eles
foram aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais:
Grupo C (Controle), Grupo OA, Grupo OA/PRP-50, Grupo
OA/PRP-100 e Grupo OA/PRP-150.

2. Procedimento Ciriirgico

Os ratos foram anestesiados por inje¢do intramuscular de
xilazina (6 mg.kg™ de peso corporal) e quetamina (70 mg.kg™" de
peso corporal). Apds preparagdo asséptica, uma incisao semilunar
foi feita na regido anterior da calvéria, permitindo rebater um
retalho de espessura total em dire¢io posterior. Um defeito de
tamanho critico (DTC) de 5 mm de didmetro foi criado com
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uma trefina acoplada em uma pega de mio de baixa rotagio, sob
continua irrigagdo com solugdo salina estéril. O defeito incluiu
uma por¢do da sutura sagital.

Com auxilio de um guia cirurgico previamente confeccionado,
uma marcagao no formato de “L” foi feita 2 mm anterior e outra
2 mm posterior as margens do defeito cirturgico. O maior eixo
de cada “I” localizou-se sobre uma linha imagindria longitudinal
craniocaudal que dividia o defeito cirurgico ao meio. As
marcagoes foram feitas com uma broca carbide troncocdnica sob
irrigacao continua com solugdo salina estéril e, posteriormente,
preenchidas com amdlgama® Essas marca¢des foram uteis para a
identificagao do defeito cirtrgico original (Figura 1).

No Grupo C, o defeito cirargico foi preenchido somente com
coagulo sanguineo. No Grupo OA, ele foi preenchido com 0,01 mL
de enxerto dsseo autdgeno particulado. Nos grupos OA/PRP-50,
OA/PRP-100 ¢ OA/PRP-150, o defeito cirtrgico foi preenchido
com 0,01 mL de enxerto dsseo autégeno particulado associado a
50 (OA/PRP propor¢io = 1/5), 100 (OA/PRP proporgdo = 1/10)
ou 150 pL (OA/PRP proporgao = 1/15) de PRP, respectivamente.
O osso autégeno obtido da calvéria durante a criagdo do defeito
cirirgico foi preparado em um triturador dsseo. O osso foi
particulado em tamanhos que variavam de 172 a 210 pum. Os
tecidos moles foram, entdo, reposicionados e suturados para se
obter um fechamento primario da ferida. Cada animal recebeu
uma inje¢do intramuscular de 24.000 unidades de Penicilina
G-benzatina (Pentabiético® Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge® Satide Animal Ltda., Campinas-SP).

3. Preparo do PRP e Contagem das Plaquetas

Foram coletados 3,15 mL de sangue de cada animal, via
puncao cardiaca, em uma seringa descartavel contendo 0,35 mL
de citrato de sodio a 3,2%, para prevenir a coagulagdo. O sangue
coletado foi, inicialmente, centrifugado a 160 G por 20 minutos,
a temperatura ambiente (22 °C), para separar o plasma contendo
as plaquetas das células vermelhas. O plasma foi pipetado e
centrifugado a 22 °C por mais 15 minutos a 400 G, para separar
as plaquetas. O Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi pipetado do
topo, deixando o PRP e o buffy coat, que foram entio ressuspensos.
O PRP foi ativado no momento da aplicagdo clinica (0,05 mL de
cloreto de calcio para cada 1 mL de PRP).

4. Contagem das Plaquetas

O liquido de Brecher foi utilizado para lisar os eritrocitos e
diluir as amostras de sangue periférico e PRP. As plaquetas nas
amostras diluidas de sangue periférico e PRP foram contadas
manualmente em cdmara de Neubauer. Os esfregacos de sangue
periférico e PRP foram corados com Pandtico Répido LB
(LaborClin, Pinhais-PR, Brasil), para avaliar a morfologia das
plaquetas. A contagem das plaquetas e a andlise da sua morfologia
foram feitas por um veterindrio hematologista.

5. Processamento Tecidual

Os animais foram submetidos a eutandsia aos 30 dias
pds-operatorios. A area do defeito cirtrgico original e os tecidos
circunjacentes foram removidos em bloco. As pecas foram fixadas
em solucédo de formol neutro a 10%.
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Figura 1. Defeito de tamanho critico e marcagdes com amalgama
criadas na calvaria.

6. Andlise Radiogrdfica

Imagens radiograficas padronizadas da calvaria dos animais
foram obtidas usando-se um aparelho de raio X (70 kVp, 10 mA,
12 impulsos — General Eletric Company, Milwakee, WI, EUA)
e uma placa optica de fosforo (Digora system, Soredex/Orion
Corp., Helsinki, Finlandia). Os espécimes foram posicionados
de maneira que o longo eixo do defeito cirurgico ficasse
paralelo a placa. O cilindro do raio X foi entdo posicionado
perpendicularmente a placa e, consequentemente, ao defeito
cirurgico. A distancia focal entre a fonte de raio X e as placas foi
padronizada em 40 cm para todos os espécimes. A digitalizagdo
das placas opticas de fésforo foi realizada imediatamente apds
a exposi¢do ao raio X, usando-se o escaner do sistema Digora
(Digora system, Soredex/Orion Corp., Helsinki, Finlandia). As
imagens digitais foram analisadas no programa do mesmo sistema.
A distingdo entre os tecidos mineralizados e ndo mineralizados
foi realizada para cada defeito por meio de avaliagdo visual
de cada imagem por trés examinadores calibrados e cegos ao
tratamento realizado. Os defeitos foram classificados de acordo
com os seguintes critérios, estabelecidos por Pryor et al.'®:

As imagens digitais foram analisadas no programa do
mesmo sistema. A distingdo entre os tecidos mineralizados e
ndo mineralizados foi realizada para cada defeito por meio de
avaliagdo visual de cada imagem por trés examinadores cegos ao
tratamento realizado. Quando a classificagdo do defeito nédo era
undnime, o defeito era reavaliado para que um consenso entre
dois ou trés examinadores fosse atingido.

Os defeitos foram classificados de acordo com os seguintes
critérios, estabelecidos por Pryor et al.':

0 = o defeito apresenta 0 a 25% de sua area total com imagem
radiopaca visivel, compativel com tecido 6sseo mineralizado;

1 = o defeito apresenta 25,1 a 50% de sua drea total com imagem
radiopaca visivel, compativel com tecido 6sseo mineralizado;

2=odefeitoapresenta 50,1 a75% de sua drea total com imagem
radiopaca visivel, compativel com tecido 6sseo mineralizado;

3 = o defeito apresenta 75,1 a 100% de sua area total
com imagem radiopaca visivel, compativel com tecido 6sseo
mineralizado.
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7. Andlise Estatistica

A reprodutibilidade agrupada para a anilise radiografica foi
avaliada para os trés examinadores. Os escores obtidos foram
submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis (TKW) seguido pelo
Teste de Dunn post hoc, quando o TKW sugeriu uma diferenga
significativa entre os grupos (p < 0,05).

RESULTADO

Os animais toleraram bem o procedimento cirurgico e
mantiveram-se sauddveis durante todo o periodo experimental.
O pos-operatdrio transcorreu sem complicagoes.

Dois espécimes do grupo OA/PRP-150 foram perdidos
durante o processamento laboratorial.

1. Estudo da Contagem de Plaquetas

As plaquetas presentes nas amostras de sangue periférico e de
PRP apresentaram morfologia normal (Figura 2). A contagem de
plaquetas confirmou que a técnica de preparo do PRP produziu
amostras com alta concentragdo de plaquetas. Os esfregagos de
amostras de PRP mostraram maiores concentragdes de plaquetas
do que os esfregagos de amostras do sangue periférico. A
quantidade média de plaquetas nas amostras de sangue periférico
foi 474,80 + 80,38 x 10° plaquetas/UL, enquanto que nas amostras
de PRP foi 2718,46 + 359,65 x 10° plaquetas/[LL. A concentra¢do
média de plaquetas nas amostras de PRP foi 5,7 vezes maior que
aquela observada nas amostras de sangue periférico.

Nao foram observadas diferengas significativas (p > 0,05)
entre a quantidade média de plaquetas/L nas amostras de PRP e
de sangue periférico dos grupos OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/
PRP-150.

2. Anadlise Radiogrdfica

A frequéncia dos escores atribuidos aos grupos C, OA,
OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150, assim como os
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resultados das comparagdes entre os grupos, estdo representados
na Tabela 1. Imagens radiograficas representativas de cada grupo
podem ser visualizadas na Figura 3.

DISCUSSAO

A regeneragdo ou o reparo de defeitos Osseos extensos
pode ser dificil de ser obtida sem intervengdes, como o enxerto
Osseo”. Assim, pesquisadores buscam continuamente melhorar
as técnicas de enxerto para alcangar uma regeneragao 6ssea mais
rdpida e com maior densidade'!. Uma das alternativas propostas
é a associagdo de enxertos dsseos com o PRP.

A associagdo PRP/enxerto dsseo tem sido avaliada em
diversos estudos®*'>'8. No presente estudo, o Grupo OA/PRP-50
apresentou percentual de radiopacidade significativamente maior
que o Grupo OA. De fato, o PRP pode acelerar a cicatrizacdo
de enxertos de osso autégeno”. Entre as potencialidades do
PRP capazes de justificar os resultados observados no Grupo
OA/PRP-50, poderia ser citado o aumento na proliferagio
de células endoteliais®, pré-osteoblastos?, osteoblastos? e
osteoclastos® no defeito cirurgico.

No presente estudo, um efeito vantajoso do PRP na
cicatrizagio de enxertos de osso autdgeno foi observado
apenas no Grupo OA/PRP-50. Este grupo também demonstrou
percentual de radiopacidade significativamente maior que o
Grupo OA/PRP-100. Uma das possiveis explicacdes para esses
resultados seria a propor¢io PRP/enxerto dsseo autégeno
utilizada. Quando uma pequena quantidade de enxerto 6sseo
¢ associada a um grande volume de PRP, as células dsseas do
enxerto e do tecido 6sseo adjacente sdo expostas a uma grande
concentragdo de PRP’. Um recente estudo de Nagata et al’
demonstrou que a propor¢io PRP/enxerto Osseo autdgeno
influenciou o reparo 6sseo em DTC em calvarias de ratos. Esses
autores avaliaram o reparo 6sseo em DTCs tratados com enxerto
de osso autdgeno associado ou nio a diferentes volumes de PRP
e observaram que, aos 30 dias pds-operatorios, os grupos, nos
quais foram utilizadas as menores propor¢des PRP/enxerto

Figura 2. Esfregaco de amostra de PRP (a) mostrando maior numero de plaquetas (setas) que o esfregago de amostra de sangue periférico (b).
Pandtico. Aumento 1000x. PRP = Plasma Rico em Plaquetas.
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Osseo autogeno, apresentaram maior expressdo de osteocalcina autdgeno a ser utilizada, podendo o aumento da concentracido
e osteopontina, marcadores de producdo 6ssea® e mineralizagdo de PRP ser deletéria. De fato, a viabilidade e a proliferagio de
da matriz dssea?, respectivamente. Nesses grupos, também foi células oOsseas sdo estimuladas por pequenas concentragoes de
observado um processo de reparo 6sseo mais desenvolvido, o que PRP, porém suprimidas por grandes concentra¢des, conforme os
pareceu indicar haver uma proporgao dtima PRP/enxerto 6sseo achados in vitro de Choi et al.™2.

Tabela 1. Frequéncia dos escores atribuidos aos grupos C (controle), OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150, bem como os resultados
das comparagdes entre os grupos em relagdo ao percentual de radiopacidade dos defeitos cirurgicos analisados

Grupos
Escores
Controle* OA*§ OA/PRP-50*1§ OA/PRP-100*+ OA/PRP-150*
0 29 15 03 12 06
1 01 07 05 11 03
2 - 04 09 03 09
3 - 04 13 04 -

Simbolos semelhantes (§) indicam diferengas significativas entre os grupos ( p < 0,05). Os grupos OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150 apresentaram
diferencas significativas (*) quando comparados ao Grupo Controle (p < 0,05). OA = Osso Autdgeno; PRP = Plasma Rico Em Plaquetas.

Figura 3. Imagens radiograficas representativas de cada um dos grupos analisados. a) grupo C; b) grupo OA; c¢) grupo OA/PRP-50;
d) grupo OA/PRP-100; e e) grupo OA/PRP-150. OA = Osso Autégeno; PRP = Plasma Rico em Plaquetas.
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Atualmente, os estudos relacionados ao PRP e a sua aplica¢do
na Odontologia dedicam atengdo especial a varios detalhes
técnicos envolvidos no preparo dessa biotecnologia. Basicamente,
o processo de centrifugac¢do para o preparo do PRP deve ser estéril
e precisamente adequado na separa¢ido de plaquetas das células
vermelhas. Além disso, deve proporcionar o isolamento/sequestro
plaquetario em altas concentragdes sem causar qualquer dano
ou lise das plaquetas, para que nao ocorra liberagdo de fatores
de crescimento prematuros”. De acordo com Marx®, plaquetas
danificadas ou tornadas invidveis pelo protocolo utilizado para
preparar o PRP nao secretam fatores de crescimento bioativos.
Assim, o resultado pode ser desapontador. A concentra¢io
de plaquetas nas amostras de PRP esta intimamente ligada ao
protocolo utilizado para seu preparo. Diferentes protocolos de
preparo do PRP podem resultar em concentragdes de plaquetas
variadas, podendo promover efeitos bioldgicos diversos*. No
presente estudo, ndo foram observadas diferengas significativas
nas concentragdes de plaquetas das amostras de PRP utilizadas
nos grupos OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150. Em todos
esses grupos, as amostras de PRP apresentaram concentragao
média de plaquetas 5,7 vezes maior do que aquela observada
nas amostras de sangue periférico, podendo ser consideradas,
entdo, amostras de “PRP terapéutico™®
demonstraram que o uso de amostras de “PRP terapéutico”
acelera o reparo Osseo’®. Dessa forma, desde que amostras
semelhantes de “PRP terapéutico” foram utilizadas nos grupos
OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150 do presente estudo, as
diferencas de radiopacidade observadas nos defeitos cirurgicos

. Estudos em animais

desses grupos podem ser explicadas pela propor¢ao PRP/enxerto
6sseo autdgeno utilizado.
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Outro fator a ser considerado no presente estudo ¢ o modelo
animal utilizado. A escolha do modelo animal adequado ¢
fundamental para que as avaliagdes obtidas sejam confidveis e
possam mimetizar, com profundidade cientifica, o seu uso em
seres humanos e, em um espectro maior, em uma populagdo
especifica. No presente estudo, a escolha do rato como modelo
animal torna-se essencial, pois sio pequenos, baratos, podem
ser utilizados em grande quantidade, proporcionam uma analise
de resultados mais facil do que quando sdo utilizados animais
maiores”, além de fornecerem uma quantidade de sangue
adequada para o preparo do PRP autélogo. Alguns animais
possuem volume sanguineo reduzido para que o PRP autélogo
possa ser produzido, necessitando entao de um segundo animal,
doador de sangue, para preparar o PRP. O uso do PRP homoélogo
poderia comprometer a confiabilidade dos resultados desses
estudos, pois, de acordo com Marx®, somente o PRP autélogo ¢é
o verdadeiro PRP.

Apesar de o exame radiogrifico apresentar limitacoes
como, por exemplo, o baixo nivel de exatiddo em rela¢do ao
preenchimento dsseo, esse método apresenta a vantagem de ser
uma andlise de baixo custo e consumir menos tempo do que o
protocolo “padrdo ouro” da andlise histoldgica®. Além disso,
ainda é uma técnica muito utilizada clinicamente para avaliar os

efeitos de vérios tratamentos na formagio 6ssea®*.

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a
propor¢ao PRP/Enxerto Osseo Autégeno influencia a cicatrizagio

de DTCs criados em calvdrias de ratos.
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