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RESUMO

A padronizacdo de técnicas e o teste da associacdo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e das Células-
Tronco Mononucleares (CTMs) na consolidacdo de falhas dsseas corticais, por meio de avaliacdo clinica,
biomecanica, radiol6gica e histolgica, é avaliada em um estudo piloto. Foram utilizados seis cées
adultos, fémeas, sem raca definida, pesando entre 5 e 10kg, separados por sorteio aleatério em seis
tratamentos. Foi confeccionada uma falha eliptica de 1,0x0,4cm na cortical medial diafisaria da tibia
direita de cada animal, sendo preenchida de acordo com o tratamento proposto. No cédo I, a falha foi
preenchida com solucdo fisiolégica (SF); no I, com o PRP; no Ill, com a fragdo total das células
mononucleares (FTCM); no IV, com a fragdo vascular estromal (FVE); no V, com o PRP associado a
FTCM; no VI, com a associa¢do PRP e FVE. Foram realizadas avaliacBes: clinicas, diariamente; dos
graus de claudicacdo, semanalmente; radioldgica e perimetria da coxa, antes, no pés-operatério imediato,
aos 7, 14, 21 e 30 dias; biomecénica, antes do procedimento, aos 10, 20 e 30 dias; e bidpsias, aos 15 e 30
dias. A FTCM obteve uma contagem e viabilidade média de 2,0x10%él. e 90%, respectivamente,
enquanto a FVE obteve 3x10%él. e 50%. O PRP concentrou, em média, sete vezes o nimero inicial de
plaguetas do sangue total, de 250.000 pl™ plaquetas no sangue total para 1.750.000 pl™ plaquetas no PRP.
Obteve-se padronizacdo adequada de técnicas, possibilitando o teste da associacdo entre as células-tronco
mononucleares (CTMs) e o plasma rico em plaquetas (PRP), assim como seu uso isolado, no reparo de
falhas Gsseas corticais, indicando a possibilidade de a associagdo FTCM e PRP ser o melhor tratamento.

Palavras-chave: fatores de crescimento, gel de plaquetas, fracdo total de CTM, osteogénese
ABSTRACT

The standardization of techniques and tests of the association of Platelet Rich Plasma (PRP) and
Mononuclear Stem Cells (MSCs) in the consolidation of cortical bone defects by clinical, biomechanical,
radiological, and histological analysis is evaluated in a pilot study. Six adult female dogs of mixed breed,
weighing between 5 and 10 kg, separated by random draw in six treatments were used. An elliptical
failure of 1.0 x0.4cm was done in the medial diaphyseal cortical of the right tibia of each animal, that
was filled according with the proposed treatment. In dog I, the failure was filled with saline (S), in dog Il
with PRP, in dog Ill with total mononuclear cell fraction (TMCF), in dog IV with stromal vascular
fraction (SVF), in dog V with association of PRP and TMCF, and in dog VI with an association of PRP
and SVF. Daily clinical evaluation, weekly degrees of lameness, radiological and girth before, immediate
postoperative, 7, 14, 21 and 30 days, biomechanics before the procedure, at 10, 20 and 30 days, and
biopsies at 15 and 30 days were performed. The TMCF got a count and viability of 2,0x10%ells and 90%
respectively, while for SVF it was 3x10°cells and 50%, respectively. The PRP concentrated on average
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Células-tronco mononucleares...

seven times the original number of platelets from whole blood, platelets from whole blood 250.000 /™ to
1.750.000 uI* platelets in PRP. This afforded adequate standardization of techniques, enabling the test of
association between mononuclear stem cells (MSCs) and platelet-rich plasma(PRP), as well as their
separate use to repair cortical bone defects, indicating the possibility of the association between FTCM

and PRP to be the best treatment.

Keywords: growth factors, platelet gel, total stem cells fraction, osteogenesis

INTRODUCAO

Uma fonte autdgena e barata de fatores de
crescimento, o plasma rico em plaquetas (PRP) é
preparado a partir de pequena quantidade de
sangue total retirado do proprio paciente, no
periodo pré-operatorio. E também denominado
concentrado de plaquetas (CP), plasma
enriquecido com plaquetas, gel de plaquetas e
plasma rico em fatores de crescimento
(Lieberman et al., 2002).

A concentrag8o dos fatores de crescimento (FCs)
no gel de plaquetas é significativamente alta,
resultando em 10 a 25 vezes mais PDGF e TGF-
B do que em um processo @tz sem
adicdo de PRP. Sua aplicagdo clinica tem
potencial para aumentar a cicatrizagdo do tecido
0sseo e a osteogénese (Floryan e Berghoff,
2004).

Ha uma tendéncia atual do uso da engenharia
tecidual na reposicdo de tecidos ou 0Orgdos
danificados, sendo o transplante celular uma das
estratégias utilizadas para esse fim. Nesse
método, o veiculo ndo sé transporta as células,
mas serve de guia para o crescimento do novo
tecido (Kaigler e Mooney, 2001).

Para que as CT se diferenciem em tecido ésseo,
elas precisam de um osteocondutor, um
carreador que forneca a célula uma estrutura e
caracteristicas de superficie apropriadas a adesdo
e proliferacdo celular. Esse material deve possuir
porosidade para permitir a proliferacdo celular e
desenvolvimento da rede vascular (Bucholz,
2002).

O PRP também foi demonstrado como
uma possivel alternativa promissora, mais
eficiente que o enxerto, ja que reline os FCs
liberados pelas plaguetas, acelerando processos
reparadores em muitas areas. Na odontologia,
estudos comprovaram sua eficacia em promover
uma osteogénese mais rapida, com melhor
qualidade do trabeculado no reparo do 0sso
alveolar (Brandao, 2005).
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Este estudo piloto teve por objetivo a
padronizacao de técnicas e teste da associacdo do
PRP e das Células-Tronco Mononucleares
(CTMs) na consolidacdo de falhas d&sseas
corticais, comparando, por meio de avaliacdo
clinica, biomecanica, radioldgica e histoldgica, a
resposta reparadora ao uso das fragcdes das CTMs
e PRP isolados, e das fracbes das CTMs
associadas ao PRP a ser utilizado em pesquisa
subsequente. Dessa forma, visa oferecer uma
alternativa para reduzir o tempo de reabilitacdo
do paciente ortopédico por meio de uma
formacdo ¢ssea mais rdpida e de melhor
qualidade, especialmente em perdas ésseas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis cdes adultos, fémeas,
sem raca definida, pesando entre 5 e
10kg, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
Apds a escolha dos animais, estes passaram por
uma avaliacdo clinica e laboratorial, sendo
considerados sadios. Todo o experimento foi
conduzido conforme normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
e com aprovacido do Comité de Etica da UFSM
sob o parecer de aprovagdo nimero 57/2009.

Os animais foram separados por sorteio aleatério
para seis tratamentos. Confeccionou-se uma
falha eliptica de 1,0x0,4cm na cortical medial
diafisaria da tibia direita de cada animal, sendo
preenchida de acordo com o grupo ao qual o
animal pertencia. No cdo I, preencheu-se com
solucdo fisiolégica (SF); no Il, com o plasma
rico em plaquetas (PRP); no Ill, com a fragdo
total das células mononucleares (FTCM); no 1V,
com a fracdo vascular estromal (FVE); no V,
com o PRP associado a FTCM; no VI, com a
associacdo PRP e FVE. Nos cées I, Il e 1V, foi
utilizado Gelfoam® (esponja de gelatina
absorvivel estéril) como carreador.

Os animais foram preparados para a cirurgia com
jejum sélido de 12 horas, liquido de 6h e banho
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24 horas antes do procedimento. O protocolo
anestésico constou de medicagdo pré-anestésica
(MPA) com maleato de acepromazina (0,05mg
kg™, IM), fentanil (5pg kg, IM), inducdo a
anestesia geral com propofol (4,0mg kg, IV),
anestesia epidural com morfina (0,1mg kg*),
bupivacaina 0,5% e lidocaina 2,0% (1ml 4kg™),
ambas com vasoconstritor, e a manutengéo com
isoflurano, vaporizado em gas oxigénio a 100%
em circuito aberto (baraka), ndo reinalante, por
ventilagdo espontanea.

Realizou-se a tricotomia ampla das regides de
acordo com o tipo de material a ser coletado para
a puncdo de medula dssea: Umero bilateral e
fossa trocantérica do fémur bilateral (cdes Il e
V); para coleta de tecido adiposo: regido inguinal
(grupos 1V e VI); coleta de sangue jugular:
pescoco (cées I, V e VI); e para acesso cirlrgico
a tibia direita em todos os animais. Trinta
minutos antes da cirurgia foi administrado
antibidtico profilatico (cefalotina sddica, 30mg
kg™, IV) em todos os animais. A antissepsia do
local foi realizada com &lcool-iodo-4lcool. O
decubito foi lateral para as coletas de MO e
ventrodorsal para as coletas de gordura e
intervencéo cirlrgica.

Foi realizada contagem plaquetaria dos animais
11, V e VI, permitindo obtencdo de um padréo de
sangue total inicial, que foi comparado com a
contagem apds o protocolo laboratorial de
confecgéo do PRP.

Para a extracdo e isolamento da fracdo total
de células mononucleares (FTCM) da medula
6ssea (MO), os animais ja anestesiados
foram colocados em decubito lateral direito
inicialmente, e esquerdo, na sequéncia, para a
coleta de medula dssea. As amostras foram
obtidas segundo a técnica de Olsson (2009), e
processadas por meio da técnica descrita por
Boyum (1968). O processamento do PRP foi
realizado segundo a técnica descrita por Barbosa
et al. (2008) modificada, com a propor¢édo
sangue/anticoagulante de 3:1 na coleta,
PRP/trombina de 1:1 na obten¢do do gel, usando
189G por 10min na primeira centrifugacdo, e
448G durante 5min na segunda. A extracdo e
processamento do tecido adiposo foram
realizados conforme técnica descrita por Treichel
et al. (2011).
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Cada um dos cdes foi submetido a terapia anti-
inflamatéria de meloxicam (0,1mg kg™ de peso
corporal, SC, SID, por quatro dias) e cloridrato
de tramadol (4mg kg, SC, BID, por trés dias), e
curativos, diarios ou a cada 48 horas, das feridas
de pele, com solucéo fisiolégica NaCl 0,9%. Os
pontos de pele dos animais foram retirados
decorridos sete dias de pds-operatério. Os
membros operados foram mantidos com
bandagem de Robert Jones modificada durante
sete dias, trocada a cada 48 horas para
visualizagcdo dos pontos, ou sempre que fosse
retirada. Os animais permaneceram em gaiolas
individuais até o final das avaliacbes, aos 30
dias, com dois passeios individuais diarios no
solério, e um passeio diério externo sob guia.

Realizaram-se avalia¢Bes clinicas diérias, dos
graus de claudicacdo, segundo classificacdo de
Tudury e Raiser (1985), semanalmente, exames
radiograficos e mensuracdo da perimetria da
coxa no pos-operatdrio imediato, 7, 14, 21 e 30
dias. Foi realizada avaliacdo biomecéanica na
plataforma de forca em padrdo ortostatico,
segundo técnica descrita por Barbosa et al.
(2011), antes do procedimento, aos 10, 20 e 30
dias para andlise da transferéncia de peso.

As biopsias para avaliagcdo histolégica foram
realizadas aos 15 e 30 dias, mediante anestesia
geral e analgesia anteriormente descritas. Aos 15
dias durante a bidpsia, retirava-se todo o tecido
neoformado, refazendo-se a falha e aumentando-
a para 1,5x0,4cm e realizando um novo
tratamento. O material foi conservado em formol
tamponado por 24h, passando, a seguir, ao
processo de descalcificacdo por 30 dias, e apos,
incluido em blocos de parafina para posterior
confeccdo das laminas. Nos fragmentos
provenientes da bidpsia de 15 dias, ndo foi
necessaria a descalcificacdo.

Para o estudo histologico foram usados trés
métodos: Hematoxilina-eosina (HE), VVon-Kossa
(VK) e Vimentina (Vi). Os animais foram
doados apos o término das avaliagdes e completo
restabelecimento, a partir de 15 dias da dltima
biopsia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com relagdo as contagens e viabilidades, na

fracdo total das células mononucleares (FTCM)
obtiveram-se contagens médias de 2,0x10%cél. e
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viabilidade média de 90%, dados condizentes
com o adequado, ja que Gengozian (2000) e
Suter et al. (2004) indicam um transplante
celular de um niimero igual ou maior a 2x10°cél.
e viabilidade minima de 90%.

Segundo Treichel et al. (2011), a fracdo vascular
estromal FVE, mesmo com uma quantidade total
de células mononucleares e viabilidade menor
que a da FTCM, oferece um melhor resultado,
fato que Strem et al. (2005) creditam ao tecido
adiposo conter dentro das células mononucleares
de 100 a 1.000 vezes mais células pluripotentes
em um cm® do que a medula ssea. Neste estudo,
obtiveram-se na FVE contagens de 3x10°él. e
viabilidade média de 50%. Porém, apesar de a
contagem estar dentro dos valores esperados, a
viabilidade foi considerada baixa, sendo o
protocolo modificado para tornéa-la adequada. No
protocolo de Treichel et al. (2011) usava-se a
associacdo da collagenase tipo | (Collagenase
Type | C0130°®, Sigma,-Aldrich, EUA) e tipo Il
(Collagenase Type Il C6885®, Sigma-Aldrich,
EUA) para a digestdo do tecido adiposo.
Observou-se uma melhora na viabilidade de FVE
ao se substituir a associacéo desses dois tipos de
collagenase apenas pela collagenase tipo I1.

O protocolo de confeccdo do plasma rico em
plaguetas (PRP) foi eficiente, concentrando
aproximadamente sete vezes, a partir do sangue
total. Os animais possuiam em média 250.000 pl
! plaguetas no sangue total, que, apds o
processamento do sangue, produziram um PRP
com 1.750.000 pl™* plaguetas em média. Esse
resultado obtido foi superior ao indicado por
Marx (2004) e Smith et al. (2006), que
recomendam uma concentragdo de plaquetas
viaveis de 3 a 5 vezes acima do que o encontrado
no sangue total.

O estudo da producdo Gssea é mais facilmente
avaliado em defeitos do que em modelos de
fraturas com potencial para consolidagdo
(Bouxsein et al., 2001). Por esse motivo, em
nosso estudo optou-se pela realizacdo de uma
falha monocortical na diafise média tibial. Dessa
forma, foi possivel acompanhar a consolidacéo
6ssea sem modificaces advindas de um
tratamento para manter a estabilidade da fratura;
pois, estando uma das corticais integra, mantinha
a estabilidade local. Com relagdo ao tamanho da
falha, foi instituido o maior tamanho possivel,
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que ndo gerasse fratura, compativel com o porte
dos animais.

O grau de claudicagdo variou entre 0s animais
conforme o comportamento individual, sendo os
mais ativos os primeiros a chegarem ao grau V.
A intencdo era utilizar a classificacdo de Tudury
e Raiser (1985) para comparar a melhora entre 0s
cdes, comparando com as demais avaliacdes.
Porém, aos cinco dias de pos-operatorio, todos 0s
animais ja se encontravam nesse grau, mantendo-
se assim nas demais avaliacBes. Esse fato
ocorreu devido ao pequeno tamanho da falha,
possibilitando um réapido retorno deambulatério.
Por essa razdo, também, as mensuracBes da
perimetria da coxa ndo variaram entre as
avaliacdes individuais de cada animal, pois ndo
houve o desenvolvimento de atrofia. Mesmo o
uso de imobilizagdo com a bandagem de Robert
Jones modificada durante os sete primeiros dias
de pés-operatdrio ndo resultou em atrofia, pois
essa bandagem aplicada em posicdo anatdmica
do membro, no padrdo em estacdo, permite a
deambulagdo imediata.

As medidas obtidas por meio da mensuracgdo da
perimetria da coxa neste trabalho ndo variaram
entre as avaliacBes individuais de cada animal,
demonstrando que ndo houve o desenvolvimento
de atrofia, o que é condizente com os resultados
do grau de claudicacdo, pois o rapido retorno
deambulatério impede o aparecimento da atrofia.
A atrofia muscular é uma mudanca que ocorre
nos musculos de animais adultos em resultado a
condicBes de desuso, podendo ocorrer nos casos
em que seja necessario instituir uma
imobilizacdo (Jackman e Kandarian, 2004). O
uso de imobilizacdo por meio da bandagem de
Robert Jones modificada durante os sete
primeiros dias de pds-operatério ndo resultou em
atrofia, provavelmente por essa bandagem ser
aplicada em posicdo anatdmica do membro, no
padrdo em estacdo, permitindo a deambulacdo
imediata.

O exame radiografico aos 30 dias nédo
demonstrou completa cicatrizacdo em nenhum
dos animais, corroborando os achados de Toal
(1994), que descreve que nas fraturas com
consolidagdo Ossea secundaria, em torno da
quarta semana, o calo periosteal apresenta-se
mais regular e opaco, sendo visibilizado como
bainha 6ssea direcionando-se para unir a falha da
fratura, e, somente ap6s a quarta semana, a linha
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de fratura é gradualmente preenchida. Isso indica
que, para um melhor aproveitamento desse
exame, seria interessante uma avaliacdo por
periodo mais prolongado.

Os animais | (SF) e 1l (FTCM) obtiveram
imagem radiografica mais compativel com a
cicatrizacdo e, coincidentemente, eram 0s
animais mais agitados. Para Guyton e Hall
(1997), o estimulo mecanico é necessario para
estimular uma  resposta  6ssea  local,
proporcionando seu crescimento e
remodelamento, ou seja, sua maior atividade
promoveu neovascularizagdo mais precoce,
colaborando para a resposta 6ssea local.

O animal V (FCTM + PRP) apresentou
radiograficamente um calo 06sseo  mais
proeminente.  Porém, com relagdio ao
preenchimento da falha, foi classificado abaixo
dos animais | e Ill e acima dos demais. A
cicatrizagdo ndo ocorre sem a angiogénese, que é
reconhecida como passo  essencial na
osteogénese, sendo que as células dos capilares
possuem relacdo direta na formacdo 6ssea devido
a sua proximidade com os osteoblastos e células
osteoprogenitoras nos sitios de nova formacdo
Ossea (Pelissier et al., 2006). O sistema arterial
medular possui papel fundamental no suprimento
sanguineo do calo dsseo (Sousa, 2003); logo, €
possivel inferir que, quanto mais proeminente o
calo, melhor vascularizado ele esta, possuindo
maior angiongénese. Portanto, faz-se necessario
investigar também a dimensdo do calo, pois ele
pode estar relacionado a neoangiogénese e
osteogénese precoce, apesar de ainda ndo existir
adequada mineralizacéo.

Na andlise biomecanica, a avaliacdo anterior ao
procedimento, avaliagio 0 (AV.0) foi o
parametro de comparacdo individual para as
demais avaliagbes. A AV.0 também foi
comparada a valores previamente determinados
por Barbosa et al. (2011) para caracterizar se o
apoio era normal ou se havia transferéncia de
peso. Os animais I, Il e Il demonstraram
transferéncia na AV.0. O primeiro e o terceiro
transferiram o peso dos membros pélvico e
toracico direito para o lado contralateral; o
segundo transferiu o peso do membro pélvico
direito (mpd) e membro toracico esquerdo (mte)
para 0 membro toracico direito (mtd). Como sdo
animais provenientes do biotério, apesar de
terem sido feitos exames radiograficos
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pregressos para garantir a inexisténcia de
problemas &sseos anteriores, ndo € possivel
antever algum trauma em tecidos moles que
justificasse a transferéncia de apoio.

As avaliagbes biomecénicas aos 10, 20 e 30 dias
de cada animal estdo descritas a seguir. O animal
I, na avaliacdo 10 (AV.10) reduziu o apoio no
membro pélvico esquerdo (mpe), mpd e mte,
tranferindo para o mtd. Na avaliacdo 20 (AV.20),
reduziu o peso do mpe e mte, transferindo uma
pequena parcela para mpd e a maior parte para
mtd, mantendo transferéncia semelhante na
avaliagdo 30(AV.30). O cdo II, na AV.10,
diminuiu o apoio no mpd e mpe, invertendo a
transferéncia para o mte. Em AV.20, reduziu a
porcentagem de transferéncia do mpd e mpe para
0 mte, mas passou a retirar peso do mtd e passar
para 0 mte. Em AV.30, reduziu ainda mais a
porcentagem de transferéncia do mpe para o mte,
passou a apoiar mais mpd que em AV.0, mas
aumentou o desvio de mtd para mte.

O animal 111, na AV.10, reduziu o apoio do mpe,
mpd e tem, desviando para mtd. Na AV.20,
manteve semelhante o desvio do mpe e mte para
mtd, porém aumentou o apoio em mpd. Na
AV.30, manteve a reducdo do apoio no mpe,
aumentou a redugdo no mte, transferindo uma
maior parcela para mpd e o restante para mtd. O
cdo IV (FVE), na AV.10, reduziu o peso do lado
direito e tranferiu uma pequena fracdo para o
mpe e o restante para o mte. Na AV.20, a
transferéncia do lado esquerdo para o direito
passou a ser dividida igualmente entre mpd e
mtd. Na AV.30, essa tranferéncia foi reduzida
pela metade. O animal V, na AV.10, reduziu o
apoio no mpd e mte, desviando uma menor
porcentagem para 0 mpe e a maior fracdo para o
mtd. Na AV.30, j& apresentava o apoio normal.
O cdo do grupo VI (FVE +PRP), na AV.10,
diminuiu o apoio no mpd e mte e translocou para
0 mpe e mtd. Na AV.20, manteve essa
distribuicdo, reduzindo pela metade essa
transferéncia na avaliacdo seguinte.

Classificando a recuperagdo dos animais por
meio da avaliacdo na plataforma de forca em
padrdo ortostatico, o cdo V possuiu os melhores
resultados, com um retorno a distribuicdo normal
do peso em 21 dias. Os caes Il e Il ficaram em
segundo lugar, pois aos 30 dias, aparentemente,
precisariam de apenas mais uma avaliagdo para o
retorno & normalidade, seguidos dos animais I,
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IV e VI, respectivamente. A partir desses
resultados, seria de grande valia um aumento no
nimero de avaliagOes desse teste para elucidar
qual o tempo de retorno a distribuigdo normal do
peso de cada animal, e se realmente ha um
retorno a distribuicdo normal ou ocorre uma
modificagdo permanente na distribuicdo do peso
e para onde ocorre a transferéncia.

Foram realizadas bidpsias aos 15 e 30 dias, pois
tanto as células-tronco que secretam uma
variedade de citocinas pré e anti-inflamatorias e
fatores de crescimento (Monteiro et al., 2010)
como o PRP através da liberagdo de fatores de
crescimento em altas concentragfes (Floryan e
Berghoff, 2004), auxiliam na neoangiogénese
precoce, possuindo acdo durante 0 processo
inicial de cicatrizagdo.

Com relagdo a avaliacdo histoldgica, observou-se
que hd uma relacdo inversa entre tecido de
granulacdo (TG) e osso trabecular maduro
(TBM). Quanto maior a quantidade de TG,
menor a de 0sso, sendo que os animais V e VI
foram os melhores exemplos, na proporcdo de
1,5:45 (Fig. 1A) e 41 (Fig. 1B),
respectivamente, aos 30 dias, estando os animais
dos demais grupos em posicao intermediaria. A
consolidacdo 6ssea € um processo extremamente
complexo que pode ser dividido em trés estagios
principais;:  fase inflamatéria, reparo e
remodelacdo (Junqueira e Carneiro, 2004). Na
fase inflamatoria, logo ap6s a formacdo do
hematoma da fratura, este é substituido por
tecido de granulagdo, que sera substituido
posteriormente por fibrocartilagem, até constituir
0 o0sso trabecular maduro (Porter et al., 1997).
Portanto essa relacdo entre TG e TBM corrobora
a literatura. Aos 15 dias, os animais I, Il e VI
possuiram proporcGes semelhantes a 4:2 (Fig.
1C), e 0 cdo V, a proporcgdo de 3:0,5 (Fig. 1D),
estando os demais em posi¢do intermediaria.
Notou-se que, dos 15 para os 30 dias, 0s animais
Il e V aumentaram significativamente a
quantidade de TBM, invertendo a relagdo
TG:TBM (Fig. 1E e F). J& os demais mantiveram
ou reduziram a quantidade de TBM. Esse fato
pode estar relacionado ao melhor desempenho
precoce, ou ao uso da FVE associada ao PRP.

Nenhum dos cortes mostrou mineralizagéo. 1sso
pode indicar que 0 0ss0 nhdo esta pronto para tal.
A matriz dssea consiste em substancias
organicas, principalmente colageno tipo I, sendo
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a menor parte composta por proteoglicanos e
proteinas ndo coldgenas. A porgdo inorganica é
constituida por sais de célcio e fosfato na forma
de cristais de hidroxiapatita (Brown e Kramers,
1996). A proteina mais importante no inicio do
processo é o coldgeno do tipo 1. A sintese de
colageno depende de boa irrigagdo, e a
mineralizacdo depende da associacdo entre o
colageno e a hidroxiapatita. Pode-se deduzir que,
em algum momento entre os 30 e os 45 dias, a
relacdo adequada entre os fatores propicia a
mineralizacdo.

N&o se observou uma relacdo linear entre a
maturidade do tecido e o numero de células
computadas; tampouco uma relacéo linear entre a
maturidade do tecido e o numero de células
marcadas pela vimentina. Os cées V e | foram os
que obtiveram, respectivamente, maior e menor
marcacdo do numero de células pela vimentina
(Fig. 1G e H). Notou-se uma reducdo da
contagem de células dos 15 para os 30 dias em
todos os animais, sendo a maior queda observada
no cdo Il. O estagio do calo mole termina quando
os fragmentos Gsseos se tornam unidos por
tecido fibroso ou cartilaginoso, o que ocorre em
aproximadamente 2 a 3 semanas. H& grande
aumento tanto na vascularidade quanto na
celularidade, e a fibrocartilagem comeca a
substituir o tecido de granulacdo (Porter et al.,
1997). Portanto a reducdo na contagem celular
dos 15 para os 30 dias é condizente com a
literatura, j& que esse aumento ocorreria
aproximadamente dos 15 aos 21 dias, reduzindo
a seguir, e ndo sendo mais verificado aos 30 dias.
A partir dos resultados obtidos no estudo piloto,
observou-se a importdncia de algumas
modificacdes para estudos futuros, como a
necessidade de bidpsias aos 15 e 45 dias para
uma avaliacdo histolégica mais eficiente. Para
ndo precisar usar 60 cdes, 0 que tornaria inviavel
a execucdo do estudo, optou-se pela biopsia aos
15 dias, com retirada de todo o0sso neoformado e
novo tratamento, seguido das demais avaliacBes
durante 45 dias, com nova biopsia nesse
momento. Dessa forma, seria realizado um maior
tempo de acompanhamento poés-cirlrgico,
aproveitando melhor os resultados que cada
método de avaliagdo pode fornecer. Ao analisar
em conjunto as avaliacBes clinica, radiografica,
biomecanica e histologica, observou-se um
destague no animal V, indicando, neste estudo, a
possibilidade de ser o melhor tratamento para
acelerar a cicatrizacdo 0ssea.
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Figura 1. Imagens histoldgicas dos

relacdo inversa 1,5:4,5 tecido de granulacdo (TG) e osso trabecular maduro (TBM), aos 30 dias, na
coloracdo HE, objetiva 5x; B — Animal VI demonstrando a relagdo inversa 4:1 de TG:TBM, 30 dias, HE,
objetiva 10x; C — Animal | demonstrando a relacdo inversa 4:2 de TG:TBM, 15 dias, HE, objetiva 10x; D
— Animal V demonstrando a relagdo inversa 3:0,5 de TG:TBM, 15 dias, HE, objetiva 10x; E e F — Animal
Il demonstrando o aumento significativo do TBM dos 15 (E) aos 30 dias (F), invertendo a relacdo
TG:TBM, HE, objetiva 10x; G — Animal V demonstrando a maior marcagdo de células pela vimentina
entre grupos, 30 dias, objetiva 10x; H — Animal | demonstrando a menor marcagdo de células pela
vimentina entre grupos, 30 dias, objetiva 20x.
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Células-tronco mononucleares...

CONCLUSAO

O trabalho permitiu a padronizacdo adequada de
técnicas, possibilitando o teste da associacdo
entre as Células-Tronco Mononucleares (CTMs)
e o plasma rico em plaquetas (PRP), assim como
seu uso isolado, no reparo de falhas Osseas
corticais, em um estudo piloto. Demonstrou a
possibilidade de a associacdo da fracdo total de
Células-Tronco Mononucleares (FTCM) e o PRP
ser o melhor tratamento para acelerar a
cicatrizacdo dssea, 0 que precisa ser confirmado
em um estudo futuro com uma amostra
adequada.
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