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RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito do cimento a-TCP combinado com
PRP sobre a osteogénese, comparando os resultados com PRP
utilizado isoladamente. Métodos: Foi confeccionado defeito bi-
lateral no fémur de ratos e preenchido com um dos dois tipos de
tratamentos (PRP ou a-TCP+PRP), sendo avaliado em quatro e
oito semanas. As imagens radiograficas forneceram valores da
area da lesdo, e a histologia (coloracdo Picrosirius) indicou a
area de neoformacao 6ssea. Resultados: As médias referentes a
area de lesdo do grupo a-TCP+PRP (2,64mm? £ 2,07 ¢ 1,91 mm?
+ 0,93; quatro ¢ oito semanas, respectivamente) demonstraram
numericamente melhores resultados, porém nao significativos
(p > 0,05), em comparacdo com aqueles observados no grupo
PRP (5,59mm? + 2,69 e 3,23mm? + 1,46; quatro e oito sema-
nas, respectivamente). As médias de neoformacdo 6ssea foram
de 62,7% £ 12,1% e 79,01% =+ 6,25 no grupo PRP, ¢ 73,3% +
12,7 e 85,86% + 10,45 no grupo a-TCP+PRP, em quatro e oito
semanas, respectivamente (p > 0,05). Conclusdo: Os dados deste
estudo sugerem que o tratamento com cimento o-TCP combi-
nado com PRP ndo demonstra diferenca significativa quando
comparado ao PRP isolado. Entretanto, ha um possivel efeito
precoce sobre a regeneracao 6ssea quando os dois biomateriais
sdo aplicados em conjunto.

Descritores — Animais; Substitutos Osseos; Fatores de Crescimento

ABSTRACT

Objectives: 1o evaluate the effect of alpha-tricalcium phosphate
(a-TCP) cement combined with platelet-rich plasma (PRP) on
osteogenesis, and to compare the results with use of PRP alone.
Methods: A bilateral defect was produced in rat femurs and
was filled with one of two types of treatments (PRP or a-TCP +
PRP). The outcomes were evaluated after four and eight weeks.
Radiographic images provided values for the lesion area, and
histology (picrosirius staining) indicated the area of new bone
formation. Results: The means relating to the lesion area of the
a-TCP + PRP group (2.64 £ 2.07 and 1.91 £+ 0.93 mm? after
four and eight weeks, respectively) showed numerically better
but non-significant results (p > 0.05) than those seen in the PRP
group (5.59 mm %+ 2.69 and 3.23 = 1.46 mm 2, after four and
eight weeks, respectively). The mean new bone formation rates
were 62.7% + 12.1 and 79.01% + 6.25 in the PRP group, and
73.3% + 12.7 and 85.86% + 10.45 in a-TCP + PRP group, after
four and eight weeks, respectively (p > 0.05). Conclusion: The
data from this study suggest that treatment with o-TCP cement
combined with PRP does not show any significant difference
in comparison with PRP alone. However, there is a possible
early effect on bone regeneration when the two biomaterials
are applied together.
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INTRODUCAO

Lesdes musculoesqueléticas sdo consideradas uma das
principais causas de dor grave e morbidade em todo o
mundo. Esses danos frequentemente causam a incapacita-
¢do fisica e diminuem de maneira substancial a qualidade
de vida de pessoas que por eles sdo acometidas!?. Ativi-
dades esportivas e acidentes de transito sdo os principais
geradores dessas lesoes, provocando grande impacto so-
cioecondmico e elevando os custos financeiros®.

A reconstrucao de grandes segmentos Osseos, oca-
sionados por eventos patoldgicos, tais como trauma,
inflamagao e tratamento cirdrgico de tumores, continua
sendo um importante problema clinico. O tecido 6sseo
lesado tem capacidade de retornar a sua estrutura ori-
ginal®; no entanto, se o defeito consistir em perda de
massa 0ssea, a regeneragao se torna limitada. Dentre as
alternativas terapéuticas mais utilizadas para recons-
trucdo de grandes lesdes dsseas, esta o transplante de
enxerto 0sseo (autdlogo, homodlogo e heterdlogo) ou
implantes de diferentes biomateriais®.

O enxerto autdlogo ¢ caracterizado por possuir alta
capacidade osteoindutora, porém apresenta desvanta-
gens como a necessidade de uma segunda intervencao
cirtirgica para retirada do enxerto, possivel morbidade no
local e a escassez de tecido doador®. A fim de fornecer
auxilio para acelerar a modulag@o do reparo do osso le-
sado e para superar as desvantagens do enxerto autologo,
os substitutos 0sseos inorganicos tém sido amplamente
aplicados como biomateriais na ortopedia e odontolo-
gia®. Dentre os materiais inorganicos, os cimentos de
fosfato de calcio, como o cimento alfa-fosfato tricalcico
(a-TCP), sdo constantemente utilizados por cirurgioes
ortopédicos e bucomaxilofaciais, pois apresentam carac-
teristicas de biocompatibilidade e osteocondutividade,
além de serem considerados materiais biodegradaveis e
bioativos, pois estabelecem ligagdes de natureza quimica
com o tecido 6sseo, facilitando a proliferagdo de fibro-
blastos, osteoblastos e outras células dsseas”.

A engenharia de tecidos propde que um complexo de
interacdes, envolvendo células osteoprogenitoras, me-
diadores osteoindutivos e matrizes osteocondutoras, seja
a alternativa ideal para restauragao tanto de tecidos mo-
les quanto de tecidos duros®. Sabendo-se que proteinas
indutoras, como os fatores de crescimento, regulam os
eventos celulares que estimulam a neoformagao 6ssea, a
aplicagdo combinada destas com cimento de alfa-fosfato
pode ser uma estratégia promissora para estimular a
osteogénese em danos 6sseos de dificil reparo.
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Como fonte autdloga de fatores de crescimento, o plas-
ma rico em plaquetas (PRP), o qual ¢é caracterizado como
um volume de plasma com concentra¢do plaquetaria de
trés a oito vezes acima dos niveis fisioldgicos® !V, apre-
senta-se como uma alternativa terapéutica para ser apli-
cada junto a substitutos 6sseos como o cimento o-TCP.
Segundo Marx!?, o PRP libera um conjunto de sete fato-
res troficos que possui como carreador o proprio coagulo
sanguineo. Dentre estes fatores, podemos citar as trés
isoformas de fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de transformagdo alfa e
beta (TGF-a e TGF-P), fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) e fator de crescimento epitelial (EGF).

As proteinas liberadas pelas plaquetas criam um mi-
croambiente favoravel a cicatrizacdo de tecidos, indu-
zindo a quimiotaxia, proliferagdo e diferenciacao celular
e remoc¢do de restos teciduais. O PRP contém, ainda,
proteinas como a fibrina, fibronectina e vitronectina que
atuam como moléculas de adesdo celular, favorecendo
a osteoconducdo, além de serem essenciais na consti-
tui¢do da matriz 6ssea!>!>. Alguns pesquisadores asso-
ciam o plasma rico em plaquetas a outro biomaterial na
tentativa de obter melhores resultados no reparo 6sseo
do que o seu uso isolado!*!¥,

Nesse contexto, a proposta deste estudo foi com-
parar o efeito do PRP, como fonte autéloga de fatores
de crescimento, sobre a osteogénese quando aplicado
isoladamente ou combinado com o cimento de a-TCP
granulado em defeitos cavitarios em ratos.

MATERIAL E METODOS

Animais e grupos de experimentag¢io

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universida-
de Catolica do Rio Grande do Sul. Foram utilizados
14 ratos (Rattus norvegicus) da raca Wistar, machos,
adultos, com aproximadamente 250 gramas de massa
corporal, dos quais dois foram utilizados como doadores
de sangue para obten¢ao do PRP. Os 12 animais restan-
tes foram usados na realizacdo do experimento, sendo
distribuidos aleatoriamente em dois grupos de acordo
com o periodo de avaliag@o, quatro e oito semanas.

Obtencao do plasma rico em plaquetas (PRP)

Utilizaram-se dois ratos machos adultos como doa-
dores de sangue, sendo estes previamente anestesiados
com anestesia intraperitoneal com solu¢do constituida
por cloridrato de cetamina (50mg.kg™) e cloridrato de
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clorpromazina (5mg.kg') na mesma seringa. Seis mili-
litros de sangue foram puncionados da artéria cardtida
de cada animal e imediatamente transferidos para tubos
contendo solucdo de acido citrato dextrose-A (ACD-A)
para evitar a coagulagao.

O sangue foi submetido a duas centrifugacgdes (200g
por 10 minutos e 400g por 10 minutos) em uma centri-
fuga hematoldgica CELM — LS 3 PLUS no Laboratorio
de Patologia Clinica do Hospital Sao Lucas da PUCRS
(HLS), conforme protocolo adaptado!?.

Apos a segunda centrifugagdo, obteve-se o plasma
pobre em plaquetas (PPP) na porc¢ao superior do tubo,
o PRP na zona intermedidria ¢ um pequeno botido de
hemacias no fundo do tubo. O PPP foi retirado do tubo
e descartado. O PRP foi ativado com cloreto de célcio
(CaCl,) e trombina misturados (600IU/mL de trombina
em ImL de CaCl, 5,9mg/mL — Aventis Behring, Sao
Paulo, BR) na proporg¢do 1:2 de PRP. O gel de PRP foi
aplicado isoladamente na cavidade direita ou misturado
ao cimento de a-TCP granulado na cavidade esquerda
de cada animal, imediatamente apds a lesdo O0ssea na
quantidade de 100pL.

Contagem de plaquetas

A quantificagdo das plaquetas do sangue normal dos
ratos e das amostras de PRP foi realizada no contador
de células automatizado SYSMEX modelo XT 1800
(Roche®), utilizado pelo Laboratério de Patologia Cli-
nica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, de acordo com
especificagdes do fabricante.

Sintese do cimento de a-fosfato tricalcico granulado

O cimento o-TCP granulado utilizado nesta pesquisa
foi sintetizado e fornecido pelo Laboratério de Biomate-
riais (BIOMAT) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul — UFRGS, sendo constituido por 85% de a-TCP
e 15% de sulfato de calcio hemi-hidratado. Conforme
recomendacdo do fabricante®”, o cimento foi misturado
a um liquido contendo 2,5% de Na2HPO4 (acelerador)
até alcancar a consisténcia desejada. O tamanho dos gra-
nulos utilizados era entre 150 a 300um e a quantidade
aplicada em cada animal foi de 50mg.

Procedimentos cirurgicos e anestésicos

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no La-
boratdrio de Habilidades Médicas e Pesquisa Cirargica
da Faculdade de Medicina da PUCRS.

Foi administrada anestesia conforme protocolo ci-
tado anteriormente. Apds a realizagdo da tricotomia na
area de acesso cirurgico sobre os dois fémures (esquerdo

e direito), os animais foram posicionados em decubito
lateral, sendo realizada uma incisao na pele da face late-
ral da coxa com 1,5cm. Os musculos reto lateral e biceps
da coxa foram divulsionados e o fémur foi exposto. Na
porcdo anterolateral da diafise proximal do fémur, foi
criado um defeito cavitario (com uma broca modelo
Carbide numero 8) utilizando um motor de alta rotagao
e constante irrigacdo com solucdo fisiologica estéril. A
lesdo foi confeccionada pelo mesmo cirurgido em todos
os animais (Smm x 2mm) com profundidade suficiente
para expor a cavidade medular do fémur®?, tomando es-
pecial cuidado para ndo comprometer a cortical medial,
diminuindo, assim, a possibilidade de fratura do fémur
no pos-operatorio (Figura 1). A cavidade no fémur di-
reito foi preenchida somente com PRP ¢ a cavidade no
fémur esquerdo com PRP mais cimento de alfa-fosfato
tricalcico granulado (a-TCP).

Posteriormente, procedeu-se a aproximacao da fas-
cia lata com sutura Prolene 5-0 (Ethilon® Johnson &
Johnson, Brasil) e sutura da pele com fio mononylon
4-0 (Ethilon® Johnson & Johnson, Brasil).

Figura 1 — Exposicao do fémur do rato para criagdo da leséo cavitaria com 5mm de
comprimento.

Pés-operatorio

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais apds
as cirurgias no mesmo biotério de origem. Para analge-
sia, foi aplicado cetoprofeno intraperitoneal na dose de
5mg.kg!. Os animais foram monitorizados durante o
pos-operatorio imediato por uma equipe cirrgica.

Analises radiograficas

No dia anterior a eutanasia dos animais (nos peri-
odos de quatro e oito semanas) foram realizadas ra-
diografias de todos os fémures. Para a obtencdo das
imagens, os animais foram anestesiados e posicionados
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em decubito ventral, com auxilio do equipamento ma-
mografico Mamomat 3000 (Siemens®). Foram utiliza-
dos transdutores de imagens Image Plate (IP) (Fu;ji®),
especificos para mamografia.

A técnica radiografica consistiu em uma combinagao
alvo-trilha Mo-Mo, tensdo aceleradora de tubo 28kVp
e carga 14mAs (técnica ajustada para a visualizagdo
da lesdo critica no fémur de ratos). As avaliacoes das
imagens radiograficas digitalizadas foram realizadas por
examinador devidamente capacitado e experiente, com
o auxilio do programa Image J. Para garantir e testar a
reprodutibilidade do processo de analise das imagens,
foi desenvolvido um procedimento operacional padrao
(POP) e aplicado o coeficiente de correlagdo intraclas-
se (ICC) entre dois grupos: um grupo sem experiéncia
nesse tipo de andlise, ndo apresentando familiaridade
com o programa Image J nem com as caracteristicas
das lesdes; e outro grupo, com pessoas capacitadas e
experientes. Os valores do coeficiente adotados como
referéncia foram: ICC < 0,4 — pobre; 0,4 <ICC < 0,75
— satisfatoria; ICC > 0,75 — excelente.

No momento de avaliagdo de cada lesdo foi verifica-
da a area da lesdo (mm?), bem como os valores médios
do pixel e seu respectivo desvio padrao. O valor “0”
(zero) representou a auséncia de lesdo observada através
dos parametros acima descritos.

Preparacio histologica

Ap0s quatro e oito semanas, 0s animais experi-
mentais foram anestesiados com o mesmo protocolo
utilizado para os procedimentos cirurgicos e eutana-
siados com dose letal de Tiopental 100mg.kg™. Foi
efetuada uma abordagem cirurgica para a remogao
dos fémures direito e esquerdo. Seccionou-se o0 0sso
com auxilio da broca modelo Carbide n® 8, preser-
vando o local da les@o com margens de Imm em cada
extremidade do defeito.

As amostras foram fixadas em formalina tamponada
a 10%, desidratadas com solugdes alcoolicas em gradua-
¢oes crescentes, clarificadas com xilol e descalcificadas
com solugdo de acido formico 50%. As laminas foram
confeccionadas no Laboratorio de Patologia do Hospital
Sao Lucas da PUCRS. Apos a completa descalcificagao,
os fémures foram incluidos em parafina e cortes de Sum
foram realizados em um micrétomo.

Para a avaliacdo da neoformacdo ossea, utilizou-se
a coloragdo Picrosirius, que age através da precipitagdao
de moléculas do corante Sirius Red que se depositam
paralelamente as moléculas do coldgeno, provocando
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um aumento da birrefringéncia das fibras que conservam
colageno quando observadas a luz polarizada, eviden-
ciando, assim, areas de matriz Ossea.

Apbs permanecer em uma estufa a 60°C por 24h, as
laminas foram desparafinizadas ¢ hidratadas em agua
corrente. Subsequentemente, foi realizada a incubagao
em solucdo de Picrosirius na concentragdo de 1% por
uma hora, seguida por uma lavagem em agua corrente
por 20 minutos.

As laminas foram codificadas de maneira que o exa-
minador ndo obtivesse conhecimento sobre a quais trata-
mentos pertenciam. Posteriormente, foram fotografadas
para serem analisadas.

Analise das imagens — histomorfometria

A leitura das laminas foi realizada pelo mesmo exa-
minador em microscopio optico Zeiss Axioskop 40 com
uma objetiva de 5x. Para captura das imagens utilizou-se
a camera CoolSNAP™ Pro c¢f (Media Cybernetics, Inc.)
acoplada ao microscépio e a um computador, produzin-
do aumento similar a uma objetiva de 10x; com isso,
as imagens resultantes passaram a ter um aumento de
50x. Cada imagem foi capturada sob luz normal e luz
polarizada, para posterior diferenciagdo e quantificag¢ao
da area com presenca de colageno.

Foram selecionados dois campos por lamina repre-
sentando toda area de lesdo. Para cada area com lesdo,
foi eleita, na mesma lamina, uma regido adjacente ao
defeito com dimensdes semelhantes, representando o
osso normal (ideal: 100% de neoformacao ossea).

Apbs o registro das imagens, as mesmas foram ana-
lisadas através do software Image ProPlus® versio 4.5.1
(Media Cybernetics, Inc.), o qual permitiu, através de
uma contagem do nimero de pixels, mensurar a area em
micrOmetros correspondente a cada defeito e ao osso
normal. Para diferenciar o coldgeno, foi obtida a medida
da razao do tecido birrefringente por unidade de tecido
(pixel/um), utilizando as imagens capturadas com luz
normal e luz polarizada.

A area em micrometros foi transformada em porcen-
tagem de neoformacdo através da comparagdo entre a
area de tecido 0sseo da lesdo e a area de tecido Osseo
normal da regido adjacente, sendo esta estipulada como
100% de neoformagcao (ideal)?>23).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média e desvio padrao
para variaveis de distribui¢do normal. Para a compara-
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cdo dos valores da drea (mm?), comprimento longitudinal
(mm) e area de neoformacdo (%) da lesdo, utilizou-se a
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post hoc
de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de o= 0,05.

RESULTADOS

Resultados clinicos

O protocolo anestésico empregado mostrou-se efe-
tivo para a realizagdo dos procedimentos cirurgicos.
As medicacdes administradas no pos-operatério foram
suficientes para manter o bem-estar dos animais, nao
sendo observadas quaisquer dificuldades de movimen-
tagdo nos membros operados. As feridas cirtirgicas ci-
catrizaram de maneira adequada e nenhum rato apre-
sentou sinais de infec¢gdes ou complicagdes clinicas
durante o estudo.

Contagem de plaquetas

O numero de plaquetas no sangue normal, antes das
centrifugagdes para obtencdo de PRP, foi de 459.000
plaquetas/uL e no PRP foi de 3.181.000 plaquetas/uL.
A quantidade de leucocitos também foi mais elevada
no PRP quando comparada ao sangue normal (2.800
leucocitos/puL). A concentragdo de hemdcias encontradas
no PRP foi de 730 unidades por pL, € no sangue normal
foram quantificadas 7.420 hemacias/pL. A alta concen-
tracdo de plaquetas e leucdcitos, bem como a presenca
de poucas hemacias no PRP, confirmaram a eficacia da
técnica utilizada para a obtengdo de PRP.

Resultados radiograficos e histologicos

No processo de validagdo das analises das imagens
radiogréficas, os dois avaliadores experientes apresen-
taram variagdes nas medidas de comprimento e area
inferiores a dimensao de um pixel, com ICC = 0,8, o
que demonstra a alta reprodutibilidade do processo entre
pessoas devidamente capacitas.

Numericamente, o tratamento PRP apresentou me-
nor desempenho quando comparado ao a-TCP+PRP. Os
valores das médias da area de ambos os grupos e seus
respectivos desvios padrao estao expostos na Figura 2.

As imagens radiograficas analisadas (Figura 3) de-
monstraram diferencas na constitui¢do 0ssea entre os
dois tratamentos. Em oito semanas, a média da area de
lesdao do grupo PRP foi de 3,23mm? + 1,46 e, no grupo
o-TCP+PRP, 1,91mm? + 0,93. Contudo, esta diferenca
ndo apresentou significancia (p = 0,388).

Na observagdo das laminas através de microscopia
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Figura 2 — Médias da area da lesdo e respectivos desvios padrdo, em quatro e
oito semanas.

[]a-TcP+PRP

Figura 3 — Imagens radiograficas representando o osso neoformado na area
da lesé@o no grupo PRP (direita) e a-TCP+PRP (esquerda), apds oito semanas.
Observa-se um melhor reparo no fémur tratado com a-TCP+PRP.

optica, ndo foi constatado nenhum sinal de inflamagao
ou necrose 0ssea ou de tecidos adjacentes. Em todos os
casos, evidenciou-se tecido 6sseo em neoformagdo em
todas as areas do defeito cirtirgico, tanto nas margens
quanto na regido central.

Apbs quatro semanas, observou-se formacgao de teci-
do conjuntivo desorganizado permeando as areas de ne-
oformagdo 6ssea que preenchem as cavidades cirurgicas.
Em oito semanas, percebeu-se as dimensdes da lesdao
reduzidas, com uma discreta area de tecido conjuntivo
organizado permeando as areas de neoformagdo Ossea
que preenchem as cavidades cirtrgicas, sugerindo uma
estrutura 6ssea em remodelamento. Sob luz polarizada,
pode-se observar a presenca de fibras de colageno or-
ganizadas (Figura 4).

Na Tabela 1 é possivel observar a evolucao da ci-
catriza¢do d6ssea no grupo PRP, através das médias de
neoformagdo dssea. A diferenga entre as médias obtidas
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em quatro e oito semanas no grupo PRP isolado foi
significativa (p = 0,015), ou seja, demonstra que, em
quatro semanas, a area de osso neoformado era ainda
imatura, ao contrario do grupo a-TCP+PRP (Figura 4).

Ao comparar as médias da area de neoformacdo 0s-
sea, independentemente do tempo analisado, constatou-
-se que a diferenca entre os dois tratamentos tende a ser
semelhante (p = 0,779). As médias de neoformagdo e
respectivos desvios padrao podem ser visualizados no
grafico da Figura 5.

Figura 4 — Grupo PRP (A e B) e a-TCP+PRP (C e D) quatro semanas pés-cirur-
gicas. Coloragao Picrosirius Red sob luz normal (imagens superiores, A-C) e luz
polarizada (imagens inferiores, B-D), mostrando coldgeno mais abundante no grupo
a-TCP+PRP, representado pelas regides de coloragdo mais clara. Aumento 50x.

Tabela 1 — Diferencas das médias da area da leséo e area de neoformacgao
dsseas obtidas entre quatro e oito semanas.

Diferenca entre quatro e oito semanas
Tratamento [—
Area (mm?) p Neoformacao (%) o]
PRP 2,36 0,089 16 0,015
TCP+PRP 0,74 0,447 13 0,067

Diferenga estatisticamente significativa para p < 0,05.
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Figura 5 — Médias da area de neoformagéo éssea em quatro e oito semanas de
avaliacao, e respectivos desvios padrao.

Rev Bras Ortop. 2012;47(4):505-12

DISCUSSAO

O tratamento mais eficaz, considerado atualmente
padrdo ouro no reparo de danos teciduais 6sseos de di-
ficil recuperagdo, € o enxerto autdlogo. Apesar de suas
vantagens, das quais se destacam a histocompatibilidade
e a grande capacidade osteoindutora e osteocondutora,
o enxerto autdlogo apresenta alguns inconvenientes. A
quantidade limitada de tecido doador, a falha gerada na
regido de extragdo do enxerto e a dificil aceitacdo dos
pacientes sdo algumas dessas limitagdes®*27,

Diversos biomateriais sdo constantemente pesquisados
para substituir o tecido 6sseo, a fim de encontrar uma al-
ternativa que apresente os mesmos beneficios do enxerto
autologo, porém livre de suas desvantagens. O processo
de reparo 6sseo envolve uma série de elementos celula-
res, mediadores quimicos e matrizes osteocondutoras,
que regulam os eventos em nivel molecular e estimulam
a restauragao tecidual. Acredita-se que a interagdo entre
estes parimetros promova a regeneracgdo ossea®2829,

Para dar suporte ao crescimento celular e a diferen-
ciacdo osteogénica, a utiliza¢ao de scaffolds produzidos
a partir de diferentes biomateriais ¢ importante. Da mes-
ma forma, fatores de crescimento sdo capazes de me-
lhorar o potencial osteogénico de scaffolds como o TCP
quando aplicados em conjunto. Alguns estudos afirmam
que o cimento de o-TCP, além de biocompativel, ¢ bi-
condutor e bioativo®*?33%3D_ Hj evidéncias de que os
fatores de crescimento obtidos do PRP podem regular a
reconstrucao e remodelacao dssea fisiologica, sendo um
potente tratamento no reparo de lesdes!*!#323% Dian-
te destes preceitos, a aplicagdo combinada de cimento
de a-TCP e PRP parece se enquadrar nas propriedades
ideais que caracterizam estas interagoes.

No presente estudo, a concentragdo de plaquetas
no PRP dos ratos foi sete vezes acima dos niveis do
sangue normal (PRP = 3.181.000 plaquetas/uL). A con-
centracdo terapéutica de plaquetas no PRP considerada
ideal ¢ de, aproximadamente, 1.000.000/uL"> em hu-
manos. Trowbridge et al®® afirmaram que a quantidade
média de plaquetas em ratos € significativamente mais
alta do que em humanos, enquanto que o volume mé-
dio de plaquetas ¢ significativamente mais baixo que
em humanos. Portanto, existem diferencgas biologicas
entre espécies que devem ser consideradas, e somente
os protocolos de obtengdao de PRP humanos estio pa-
dronizados, assim como a concentracao de plaquetas
e niveis de fatores de crescimento ideais. Deste modo,
os niveis terapéuticos da concentragdo plaquetaria e
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as taxas de fatores de crescimentos em animais ainda
necessitam ser definidos.

Na analise radiografica aqui apresentada, observou-se
um menor desempenho numérico no grupo tratado com
PRP isolado; contudo, a diferenca encontrada entre os
tratamentos ndo foi significativa nos dois periodos anali-
sados (Figura 2). O a-TCP+PRP apresentou as menores
médias da area da lesdo nos periodos de quatro e oito
semanas, o que aponta para uma melhor reparagao ossea.

Os resultados obtidos demonstraram que PRP esti-
mula a remodelacdo 6ssea, semelhante aos resultados
encontrados na literatura, em que o PRP foi aplicado
na mesma espécie®”. Todos os defeitos em ambos os
grupos avaliados, PRP isolado e a-TCP+PRP, apresen-
taram osso remodelado apds oito semanas. Os dados
histologicos sugerem um possivel efeito precoce sobre
a osteogénese quando o cimento de a-TCP e PRP sdo
aplicados em conjunto, apresentando, em quatro sema-
nas, média de 73,3% =+ 12,7, superior ao grupo PRP;
em oito semanas, a média foi de 86,7% + 9,8, com 13
pontos percentuais de diferenga entre os dois periodos
analisados, sendo esta diferenga ndo significativa (Ta-
bela 1). Estudos comprovam que a combinac¢do de PRP
com biomateriais otimiza e acelera o processo de rege-
neracdo do tecido 6sseo®®.

As analises histologicas também demonstraram a au-
séncia de resposta inflamatdria ou necrose em todos os
animais, o que esta de acordo com estudos destinados
a avaliar a biocompatibilidade do cimento a-TCP@40),
Outra possivel explicagdo para auséncia de inflamagao
ou necrose 0ssea se da pelo uso de irrigagdo constante
com solugdo salina durante a criacdo dos defeitos e a
esterilizacdo do cimento e materiais cirargicos utilizados
em todos os procedimentos.

Segundo Marx et al'”, 0 PRP exerce uma influéncia
sobre as células. Portanto, ao ser utilizado em combi-
nacdo com substitutos Osseos sintéticos deveria apre-
sentar um efeito sinérgico sobre a neoformacao dssea.
Porém, os beneficios do PRP dependem da quantidade
de células osteoprogenitoras residentes no local im-
plantado e da agdo dos fatores de crescimento liberados
pelas plaquetas“.

Na analise histomorfométrica, observou-se o cresci-
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