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RESUMO

Objetivo: Analisar o efeito osteoindutor dos fatores de crescimento
contidos no plasma rico em plaquetas (PRP) quando associados
a ceramicas no processo de fusdo na coluna vertebral de ratos.
Material e Método: Laminectomia lombar foi realizada em 16 ratos
Lewis isogénicos para implantar ceramica. O PRP foi preparado
no ato operatério a partir do sangue de outras duas cobaias.os
grupos estudo e controle foram estabelecidos por randomizacéo,
recebendo o grupo estudo cerémica associada a PRP e o controle
apenas ceramica. Os animais foram sacrificados apds 10 semanas
e as colunas enviadas para analise histopatolégica. Resultados:
Intensa atividade osteobléastica e osteoclastica e completa reab-
sorcao da ceramica foram achados no grupo estudo. No grupo
controle havia ilhotas de osso em meio a tecido fibroso e ceramica
nao reabsorvida. Discussao: Os fatores de crescimento liberados
pelas plaquetas agem ligando-se a superficie de osteoblastos e
fibroblastos, estimulando a sintese de colageno para formagao
de matriz 6ssea. macréfagos ativados continuam secretando os
fatores de crescimento e estimulando a osteogénese. Conclusao:
O uso de PRP associado a ceramica mostrou maior atividade os-
teobléstica e osteoclastica e completa reabsorgdo da ceramica
em relacao a enxertia da mesma isoladamente na coluna vertebral
de ratos.
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INTRODUGAO

As intervencbdes cirlrgicas de artrodese vém se popularizando na
prética de cirurgides envolvidos com o tratamento das afecgbes
da coluna vertebral, notadamente nos Ultimos vinte anos. A com-
preensdo da biomecénica da coluna e o desenvolvimento de téc-
nicas operatérias e de materiais de instrumentacéo rigida levaram
a racionalizacéo destes procedimentos, tornando-os mais faceis
de executar, menos morbidos e mais eficientes, com consequente
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diminuicéo do tempo de hospitalizagdo e melhor recuperagéo pés-
operatéria dos pacientes.

O processo de fusdo dssea é de fundamental importancia na es-
tabilizacdo pos-operatéria das artrodeses espinhais. Para tanto é
necessario o uso de material de enxertia que favorega a neofor-
magao 0sseas entre 0s segmentos vertebrais osteotomizados no
ato cirdrgico. A formagéo de pontes 6sseas que levam a fuséo e,
por conseguinte, a estabilizagado da coluna envolve uma série de
eventos fisiopatoldégicos em que células mesenquimais osteopro-
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genitoras sdo ativadas por fatores de crescimento indutores e se
diferenciam em osteoblastos, responsaveis pela osteogénese e
posterior remodelagéo ao longo de uma superficie estruturalmente
condutora.

O enxerto de 0sso autdlogo presta-se como material ideal para
enxertia por apresentar trés propriedades principais: presenga de
células osteogénicas, estrutura osteocondutiva e matriz osteoin-
dutora. Nenhum outro material reline as vantagens citadas. A en-
xertia autdloga implica em maior morbidade operatoria para obter-
se uma pequena quantidade de enxerto. Dal a necessidade de
buscar alternativas em biomateriais que favoregam a fusao 6ssea
nas artrodeses. Os mais utilizados atualmente séo as ceramicas,
os enxertos 6sseos homdlogos e a matriz éssea desmineralizada.
Sao geralmente utilizados em combinagao com o enxerto autélogo
ou acrescidos a outros materiais que lhes confiram propriedades
osteoindutoras: os fatores de crescimento.?

Varios s&o os fatores que interferem no processo de fusao dssea e
que vao além das propriedades do material de enxertia. Alteracoes
biomecanicas locais que resultam em instabilidade prejudicam o
processo de neoformacgéo 6ssea. O estado de mineralizagao do
leito hospedeiro, a presenga de alteragdes patoldgicas locais como
isquemia, infecgdes e neoplasias, bem como desequilibrios hormo-
nais, uso de medicamentos e substancias toxicas (notadamente o
fumo) sao agravantes que interferem negativamente no processo
de fusdo 6ssea.®® Desta feita, ¢ compreensivel que as taxas de
nao-fuséo nas artrodeses lombares intertransversarias, para citar
uma abordagem das mais rotineiras no tratamento das lesdes da
coluna lombar, variem entre 5 a 35%.°

Diversas linhas de pesquisa e estudos clinicos estdo atualmente
voltados para esta questao, a procura do enxerto ideal: um material
com propriedades osteoindutoras, osteogénicas e osteoconduto-
ras, de facil obtencéo e disponibilidade ilimitada, biocompativel e
reabsorvivel, imunologicamente interte, economicamente acessivel
e que favorega a neoformacéao de tecido ésseo a despeito da pre-
senca de alteracoes teciduais locais e de doengas sistémicas. Evi-
dentemente, ha um longo caminho a percorrer.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito osteoindutor
dos fatores de crescimento presentes no plasma rico em plaquetas
(PRP) quando associado a ceramica no processo de neoformagéo
0ssea na coluna vertebral de ratos.

MATERIAL E METODO

O modelo experimental foi executado em ratos da espécie Lewis,
machos, adultos, com peso médio de 300 g e isogénicos. A uti-
lizagdo de animais isogénicos homogeiniza a amostra e permite
reduzi-la, o que simplifica a execucao do trabalho. Desta forma,
foram constituidos grupos de estudo e controle com sete animais
cada. Dois ratos foram utilizados a parte para a obtengcao do PRP
Os procedimentos cirlirgicos foram realizados no mesmo dia pela
pesquisadora. Os animais foram anestesiados por injecao intra-
muscular de xilazina a 2% e quetamina a 5% na proporcao de 1:0,2
ml/ 100 g. Incisdo cutanea mediana & altura das cristas iliacas foi
realizada na regiao lombar, com posterior dissecgéo das fascias,
exposicao da aponeurose muscular, disseccao subperiostal da
musculatura paravertebral e laminectomia de dois niveis continuos
da coluna vertebral. Os ferimentos foram temporariamente cobertos
e 0 PRP foi preparado a parte a partir da centrifugagao do sangue
de duas outras cobaias, obtido por exanguinagao pelo cateterismo
direto da artéria aorta, exposta por téraco-laparotomia.

O sistema utilizado foi o Smart Prep (Harvest Technologies Inc.,
Plymouth, MA). Os grupos estudo e controle foram definidos por
randomizacéo. O PRP foi ativado adicionando-se gluconato de
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calcio na proporgao de 1:10 e o coagulo resultante foi imediata-
mente misturado a cerdmica (Osteosynt, Einco Biomaterial Ltda.,
Belo Horizonte, MG). Os animais do grupo estudo receberam en-
xertia de ceramica com PRP e os do controle apenas ceramica.
As feridas foram fechadas em dois planos e 0os animais mantidos
em biotério no pds-operatdrio durante 10 semanas, em condi¢oes
uniformes de luz e temperatura com agua e racao ad libitum. Apés
este periodo os animais foram sacrificados por injegao letal e as
colunas retiradas em bloco nos segmentos operados para estudo
anatomo-patoldgico. As coloragdes utilizadas para anélise foram a
Hematoxilina-eosina e o Tricromio de Masson. A andlise anatomo-
patolégica do material compreendeu duas etapas:

1) Estudo qualitativo, em que se verificaram aspectos histopato-
l6gicos do processo de neoformagéo ossea: presenga de tecido
conjuntivo frouxo, cartilaginoso e ésseo, e em que proporgao; ati-
vidade osteogénica e osteoclastica; presenga e tipo de processo
inflamatério associado e grau de reabsorgao da ceramica.

2) Estudo quantitativo. Este foi feito com a ajuda de um sistema di-
gital de anélise que consiste em um microscépio da marca Olympus
BX40, com objetivas plan-acromaticas, acoplado a uma videocama-
ra marca Oly e a um microcomputador marca Intel Celeron, com 768
Mhz e 1,00 GB de RAM, contendo placa digitalizadora de imagem,
trabalhando com o software Image Tool versao 3.0 da UTHSCA (
The University of Texas Health Science Center in San Antonio). As
imagens foram obtidas no aumento de 200 vezes, avaliando-se todo
o leito operatério. Apds a captura, as imagens digitalizadas foram
trabalhadas no programa Adobe Photoshop 7.0, com o auxilio da
ferramenta “borracha”, apagando-se da imagem todas as estrutu-
ras nao-osseas. Desta imagem trabalhada foi mensurada a area
Ossea através do software Image Tool, sendo o valor expresso em
micrémetros quadrados e exportado para o Excel.

RESULTADOS

A analise histopatolégica mostrou diferencas entre os grupos. No
grupo estudo havia neoformacgéo de tecido 6sseo tépico e hete-
rotépico e por vezes em continuidade com tecido cartilaginoso
(ossificagéo endocondral), intensa atividade osteoblastica e oste-
oclastica com sinais de remodelacao 6ssea com varias linhas de
cimento 6sseo, restitutio ad integrum da medular éssea e comple-
ta reabsorgao da ceramica implantada (Figura 1A,1B ). No grupo
controle havia ilhotas de osso maduro em meio a tecido conjuntivo
frouxo, com atividade osteoblatica mais discreta, sem atividade os-
teoclastica e com grande quantidade de ceramica nao reabsorvida
(Figura 2A,2B). Processo inflamatério especifico e inespecifico foi
encontrado nos dois grupos, aleatoriamente. A média simples das
areas obtidas pela histometria foi maior no grupo estudo do que
no controle.

Os valores histométricos obtidos nos dois grupos séo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1 — Histometrias (em micrémetros quadrados)

Grupo Estudo Grupo Controle
Animal 1 4587291 1974169
Animal 2 11161126 6293622
Animal 3 4586735 5242105
Animal 4 10101187 5251582
Animal 5 4291024 1767348
Animal 6 2756362 3704697
Animal 7 26564948 3114449
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Figura 1 (a) - Corte histolégico em Hematoxilina-eosina, em aumento de 200
vezes, mostrando drea de neoformagéo 6ssea adjacente ao canal vertebral
em animal do grupo estudo.

Figura 2 (a) - Corte histolégico em Hematoxilina-eosina, em aumento de 200

vezes, mostrando drea de neoformagdo 6ssea adjacente ao canal vertebral
em animal do grupo controle.

DISCUSSAO

As plaguetas sanguineas contém proteinas fundamentais que sao
secretadas pelas mesmas para iniciar a cicatrizacdo de qualquer
ferida no organismo humano: o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF, secretado em trés formas isbmeras: PDGFoo,
PDGFBPB e PDGFap), os fatores de crescimento transformantes
(TGF, variantes TGFB1 e TGFB2), o fator de crescimento do endo-
télio vascular (VEGF) e o fator de crescimento epitelial (EGF).

O PDGF ¢ o primeiro fator de crescimento secretado diante de
qualquer leséo tecidual. Sua acéo inicia o processo de indugéo e
diferenciacao do tecido conectivo que culmina com o reparo da
lesdo. As atividades especificas do PDGF incluem o aumento da
mitogénese, da angiogénese e a ativagdo de macréfagos, respon-
saveis pelo desbridamento inicial da ferida através da fagocitose
dos resfduos de degradagao celular. Posteriormente estas células
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Figura 1 (b) - Imagem trabalhada no programa de processamento e andlise
de imagens para Windows Image Tool, da UTHSCSA (The University of Texas
Health Science Center in San Antonio) a partir da anterior (a), em que se
excluiram os elementos histoldgicos distintos ao 0sso para posterior calculo
histométrico da drea obtida.

Figura 2 (b) - Imagem trabalhada no programa de processamento e anélise
de imagens para Windows Image Tool, da UTHSCSA (The University of Texas
Health Science Center in San Antonio) a partir da anterior (a), em que se
excluiram os elementos histoldgicos distintos ao 0sso para posterior calculo
histométrico da drea obtida.

também passam a secretar PDGF, dando continuidade ao estimulo
osteoindutor e a diferenciagéo local de células mesenquimais. As
plaquetas sanguineas séo ricas em PDGF, estimando-se que em
torno de 1200 moléculas deste fator de crescimento estejam pré-
sintetizadas nos granulos de uma Unica plaqueta.

O TGFB1 e TGFB2 pertencem a mesma familia das proteinas mor-
fogenéticas do osso (BMP). Sao igualmente sintetizados por ma-
crofagos e outras células e quando secretados tém acao paracrina
sobre fibroblastos, células mesenquimais da medula éssea e pré-
osteoblastos. Suas agdes especificas incluem a estimulagao da
mitogénese, quimiotaxia de células osteoprogenitoras, estimulagao
de osteoblastos a depositar matriz coldgena para formacéo de
ostedide e inibigdo da atividade osteoclastica.

Considerando as propriedades dos fatores de crescimento encontra-
dos nas plaquetas e sabendo que pelo menos dois deles (PDGF e
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TGF) estimulam a atividade osteobléstica’ e considerando ainda que
o TGF engloba em sua superfamilia todas as varidveis conhecidas
de BMP?, ¢ razodvel supor que estes fatores de crescimento tenham
capacidade osteoindutora semelhante aquela atribuida as BMP. Desta
forma, poder-se-ia obter a amplificagao da capacidade osteoindutora
destes fatores pela obtencéo de um concentrado de plaguetas san-
guineas quando depositado numa solugéo de continuidade ssea.
O PRP consiste em um concentrado autélogo de plaquetas em
um pequeno volume de plasma, obtido a partir de um processo
de centrifugacdo que separa as plaguetas dos outros elementos
do sangue, sem danifica-las. Os niveis de PDGF e TGF foram
identificados e quantificados por radioimunoensaio (ELISA) por
Landsberg.® Haynesworth et al.’® verificaram que ha uma relacao
entre a capacidade osteoindutora e a concentracdo local de pla-
quetas, estabelecendo a concetragdo plaquetaria osteoindutora em
1.000.000/ ml de PRP

Os fatores de crescimento s&o liberados pela degranulagao das pla-
quetas e agem ligando-se a superficie de osteoblastos, fibroblastos,
células endoteliais e epiteliais através de receptores de membrana,
cuja ativagéo resulta na inducéo de proteinas no citoplasma celular
0 que, por sua vez, estimula a expresséo de uma sequéncia ge-
nética prépria da célula. A sintese protéica resultante implica em
proliferagdo celular e sintese de colageno para formagao da matriz
0ssea ou ostedide. Desta forma, os fatores de crescimento nao
penetram na célula nem sdo mutagénicos: agem simplesmente
como estimuladores de processos de crescimento fisiologicos. As
plaquetas mantém o estimulo osteoindutor durante sete dias e so-
frem degradacao a seguir. A osteoinducao € assumida a partir dai
pelos macrofagos anteriormente ativados.

A obtencao do PRP e o reconhecimento de suas propriedades os-
teoindutoras é objeto de estudo recente. Ha poucos estudos experi-
mentais e sua aplicagéo clinica comega a ser avaliada em algumas
situagdes. Marx et al.® e Kassolis et."" relatam o uso clinico de PRP
na preparagao de enxertos de mandibula em situagdes diversas e
na ossificagdo de implantes dentérios, bem como Garg'? e Anitua'®
com bons resultados. Man et al."* e Abuzeni et al.’® apontam sua
utilizagao em Cirurgia Plastica, relatando cicatrizagao melhor e mais
precoce, com evolugao clinica e resultado cosmético superior em
incisdbes em que o PRP foi utilizado como selante. Fennis et al.'®
obtiveram resultados significativos em estudo experimental reali-
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zado em cabras, em que a osteotomia da mandibula dos animais
mantida por fixagéo rigida teve reparo 6sseo superior quando o
enxerto era acrescido de PRP. Aghaloo et al.'” observaram maior
neoformagéo 6ssea em calvaria de coelhos neozelandeses utilizan-
do PRP em relagédo ao reparo autélogo.

Até a data deste relato nao encontramos na literatura nenhuma
publicacdo envolvendo o uso experimental de PRP associado a
ceramica no reparo de osteotomias na coluna vertebral de nenhum
modelo animal. O presente estudo € inédito neste sentido.

Os achados histopatolégicos encontrados em nosso estudo no gru-
po estudo séo similares aqueles descritos na literatura em estudos
em que a ceramica é associada a algum tipo de BMP, geralmente
rhBMP-2. A partir da oitava semana de evolugdo o animal se encon-
tra na fase de reabsorcéao e remodelagem no processo de reparo
0sseo, com formacao de osso maduro disposto em trabéculas e
lamelas apostas e reestruturacao da medular 6ssea ad integrum.
Ha presenca de osteoclastos e osteoblastos, sinais de remodela-
¢ao 6ssea com varias linhas de cemento 6sseo e com completa
reabsorgao da ceramica. No grupo controle foi encontrado tecido
frouxo ou fibroso de permeio a ilhotas de tamanhos variados de
tecido ésseo e granulos de cerdmica nao reabsorvida em gran-
de quantidade. A histometria comparada pela média simples das
areas 6sseas obtidas foi trés vezes maior no grupo estudo do que
no controle. Desta forma, é possivel que o PRP tenha acelerado o
processo de neoformacao 6ssea no grupo estudo, justificando-se
a completa reabsorcao da ceramica enxertada e o aspecto tecidual
mais organizado, com remodelacao mais evidente. A formagao de
0sso maduro mais precocemente poderia significar um processo
de fusdo acelerado e mais eficiente, 0 que encoraja a realizacao
de estudos em modelos animais mais evoluidos visando extrapolar
a associagéo sinergista de ceramicas e PRP para estudos clinicos
no futuro.

CONCLUSAO
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