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Contribuicao do plasma rico em plaquetas na reparacao 6ssea de defeitos criticos criados
em cranios de camundongos

Platelet-rich plasma contribute to the process of bone repair of critical defects created in
the calvaria of mice
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RESUMO

No presente estudo, foram avaliados, de forma
macro e microscopica, os resultados da aplicagdo do PRP em
defeitos osseos criticos de 6,0mm de didmetro confeccionados
em calvaria de 24 camundongos isogénicos C57BL/6 jovens,
separados em dois grupos experimentais. O grupo controle
ndo recebeu tratamento, e no grupo tratado foram depositados,
no interior do defeito, 50,0ul plasma em gel contendo 1,0x10°
plaquetas. Constatou-se que o gel de PRP autologo depositado
em defeitos criticos contribuiu positivamente para o processo
de reparagdo 6ssea, mormente na fase inicial.

Palavras-chave: gel autélogo de plaquetas, reparagio dssea,
fatores de crescimento.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate macro and
microscopic results after PRP application in bone critical defects
of 6.0mm in diameter realized in cavarial of twenty-four young
isogenic mice C57BL/6. Control group didn't receive treatment
and in the treated group it was deposited 50.0uL of plasma gel
containing 1.0x10° platelets in the defects. It was found that
autologous PRP gel contributed positively to the bone repair
process, especially in initial phase.

Key words: autologous platelet gel, bone repair, growth factors.

INTRODUCAO

A reparagdo dssea € um processo complexo
que envolve a quimiotaxia e adesdo de células

indiferenciadas e jovens a matriz 6ssea desmineralizada
com sequente proliferagdo ¢ diferenciagdo em
osteoblasto, seguida por uma fase de organizagdo e
estruturagdo tecidual. A participacdo de proteinas
regulatorias coordenando a biologia celular e molecular
da osteogénese estd cada vez mais evidenciada na
literatura (ANITUA et al., 2004). Entre essas proteinas,
destacam-se os fatores de crescimento liberados pelo
Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

O PRP contribui para a reparacdo de tecidos,
por meio da estimulag@o quimiotatica promovida pela
presenca de citocinas, quimiocinas, proteinas
sanguineas e fatores de crescimento presentes
(ANITUA etal., 2004). A sinalizagdo realizada por meio
desses fatores deve-se a interagdo com os receptores
de membrana localizados na superficie das células-alvo,
resultando em proliferagdo ou inibigao celular,
especifica a cada situagdo reparadora (LENHARO &
C0SS0,2001; KANNO etal., 2005).

A investigacdo dos efeitos do PRP em gel
na reparagdo de falhas criadas em cranio de
camundongos justifica-se pela controvérsia,
estabelecida em trabalhos recentes, acerca da fungdo
do PRP, na qual alguns fatores influenciariam
negativamente sua eficacia na promog¢ao da reparagéo
ossea, como, por exemplo: o tipo do biomaterial
associado, a espécie animal, o local de implantacdo ¢ a
forma de preparo ¢ ativag@o do plasma (DEL CARLO et
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al.,2009; SILVA et al., 2009). Ademais, a reparagdo de
defeitos cranianos ainda representa um desafio devido
apequena capacidade de deposigdo 6ssea nessa regido
e, objetivando solugdo, diversos substitutos dsseos ¢
agentes reparadores vém sendo utilizados (DEL
CARLOcetal., 1994; MONTEIRO et al., 2007).

Nesse contexto de resultados controversos
e dificuldades experimentais, o PRP surge como
alternativa, ¢ o presente estudo teve por objetivo avaliar,
por meio de analises macro e microscopicas, a
contribuicdo do gel de PRP aplicado em defeitos criticos
confeccionados em calvaria de camundongos C57BL/
6 jovens, no processo de reparagdo Ossea.

MATERIAL E METODOS

Animais de experimentagdo: foram utilizados
32 camundongos machos da linhagem C57BL/6
isogénicos, com peso corporeo médio de 30,0g e seis
meses de idade. Oito animais foram doadores de sangue
para a obtengao de PRP, e os demais 24 foram utilizados
para a experimentagdo in vivo e separados em dois
grupos experimentais iguais. Os animais foram alojados
individualmente em gaiolas, sob fotoperiodo de 12
horas, com temperatura e umidade controladas, ruidos
minimos, ¢ foram alimentados com ragéo solida e agua
ad libitum.

Obtengdo do PRP: oito animais foram
anestesiados com isoflurano, em camara de gas
anestésica. Posteriormente, foi realizada toracotomia
esternal, o ventriculo esquerdo foi puncionado com
uma agulha de 25G, e coletado todo o volume
sanguineo circulante, aproximadamente 2,5mL de
sangue por animal. O sangue foi transportado para tubo
esterilizado contendo citrato de sddio e centrifugado,
durante 5 minutos, com velocidade de 350G (1500rpm).
Apbs a centrifugacdo, todo o plasma foi retirado
(aproximadamente 55% do volume do sangue total),
transferido para um novo tubo esterilizado e novamente
centrifugado por cinco minutos a 350G. A fase mais
superficial do plasma (metade do volume total de
plasma) foi desprezada, permanecendo apenas a
por¢do mais rica em plaquetas, sendo considerada para
esse experimento a quantidade minima de
1,0x10%plaquetas puL'. O volume total do PRP foi
submetido a contagem e distribuido em 12 tubos de
centrifuga, cada um contendo 50,0uL de plasma
acrescido de 25,0uL de gluconato de calcio 10%, que
foram colocados em banho-maria, a 37°C, até o plasma
apresentar a consisténcia de gel (gela¢do do plasma).
Apobs a formagdo do gel de PRP, os frascos foram
vedados e levados ao centro cirargico, para posterior
aplicac@o.

Experimentagdo in vivo: os 24 animais foram
separados em dois grupos experimentais iguais, grupos
controle (GC) e PRP (GP), por meio de sorteio. Antes
do ato cirurgico, os camundongos receberam
antibioticoterapia profilatica com enrofloxacina (10,0mg
kg, IM) e medicagdo analgésica a base de morfina
(5,0mg kg, SC), que perdurou por trés dias e foi
realizada a cada oito horas. Os camundongos foram
submetidos a medicacgdo pré-anestésica com xilazina
(5,0mg kg, IP) e indugdo e manutengdo com anestésico
inalatorio isoflurano, em camara de anestesia. Em
seguida, foram tricotomizados na por¢ao dorsal do
cranio, submetidos a antissepsia da area tricotomizada
com solugdo povidine-iodine e tiveram o campo
operatorio delimitado por pano esterilizado. A pele, o
subcutaneo e a musculatura foram incisados sobre a
crista sagital externa do cranio, desde a protuberancia
occipital até proximo aos olhos, aproximadamente 1,0cm
de comprimento, permitindo a exposi¢do do 0sso
parietal. Com auxilio de uma broca trefina de 6,0mm de
diametro externo, conectada a uma perfuratriz elétrica,
na velocidade de 5000rpm e sob irrigagdo continua com
solugdo fisioldgica, foi realizado um defeito na regido
parietal, com 4rea aproximada de 28,3mm? com
exposi¢ao das meninges, que foi mantida integra no
fundo do defeito.

O grupo PRP teve o defeito preenchido com
050,0uL de plasma em gel contendo 1,0x10° plaquetas,
¢ 0 grupo controle ndo recebeu tratamento. Em ambos
os grupos, foi colocada uma membrana cortical
desmineralizada, de origem bovina, reabsorvivel, com
extensdo de 0,7x0,7cm, acima da falha e abaixo da pele.
Posteriormente, a pele foi aproximada com fio
monofilamentar ndo absorvivel, em pontos simples
separados.

Periodos de avaliagGes. trés animais de cada
grupo foram identificados, pesados e submetidos a
eutanasia, por sobredosagem anestésica com tiopental
sodico, nos dias 10, 30, 60 ¢ 90 de pos-operatorio.
Mediante a confirmag¢do do 6bito dos animais, foi
realizada a coleta de bidpsias osseas, envolvendo a
regido do defeito e a porgdo adjacente do osso receptor.
O fragmento foi identificado, medido, fotografado e
conservado em formaldeido 10% tamponado para
posterior processamento histologico.

Avaliagdo macroscopica: consistiu na
mensuragdo da area do defeito e no estabelecimento
do percentual de reparagdo Ossea (area inicial - area
mensurada em cada periodo/area inicial), por meio de
analise de fotografias digitais obtidas com escala de
mensuragdo (régua/escalimetro), intensidade de luz e
altura da maquina fotografica digital constantes. As
imagens digitais foram transferidas para um
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computador e analisadas por um programa especifico,
0 IMAGELAB. O local e aspecto do defeito e a presenca
de crescimento 6sseo também foram registrados.

Analise estatistica: os resultados obtidos
foram submetidos ao testes de Kolmogorov—Smirnov
para verificagdo da distribuigdo de normalidade da
variavel percentual de reparagdo Ossea. Foi
estabelecida a média do percentual de reparagao 6ssea
em cada periodo avaliado e foi realizada a analise das
amostras independentes mediante a aplicagdo do Teste
tde Student. Para tanto, foi adotado um nivel de rejeicdo
da hipdtese de nulidade de 5% (P<0,05).

Avalia¢do microscopica: o material coletado
foi submetido a processamento histologico de rotina,
incluido em parafina e cortado (5,0um de espessura),
envolvendo toda a area do defeito e as bordas do osso
receptor (corte longitudinais) e, posteriormente, foi
corado por Hematoxilina e Eosina (H&E). As amostras
foram avaliadas quanto a presenca e as caracteristicas
do tecido de preenchimento, por meio de analise
histoldgica descritiva.

RESULTADOS

Na avaliagdo macroscdpica dos espécimes,
independente do grupo, ndo foi observado crescimento
osseo fora das margens receptoras e nem abaixo da
meninge. Foi constatada auséncia de fechamento total
dos defeitos até o periodo final de avaliagdo e
aderéncias entre cérebro, meninges ¢ tecido de
reparagdo. Observou-se tanto em GC, quanto em GP
que o osso novo de preenchimento do defeito
apresentava espessura inferior ao 0sso receptor
circunvizinho e que, ao longo dos periodos de
avaliagOes, as bordas perdiam suas caracteristicas de
perimetros circulares, tornando-se irregulares, com
locais de maior preenchimento.

Por meio da analise da variavel percentual
de reparacdo Ossea, verificou-se que houve diferengas
estatisticas entre os dois grupos experimentais nos
periodos 10, 60 ¢ 90 dias, ¢ os animais do GP
apresentaram os melhores valores de reparagdo. No
GP, o percentual de reparacéo ocorrido do dia inicial da
lesdo até os 10 primeiros dias foi o maior encontrado
(35%), e foi diminuindo ao longo dos dias (dia 11 aos
30 dias, 17%; dia 31 aos 60 dias, 10%; e dia 61 aos 90
dias, 5%). No GC, o maior percentual foi verificado entre
os dias 11 € 30 (30%). A tabela 1 apresenta os valores
do percentual médio de reparagdo dssea exibido por
periodo de observacgdo, para os animais agrupados nos
grupos controle e tratado com PRP e os valores de P
oriundos do estudo estatistico.

Histologicamente, no GC, aos 10 dias,
observou-se multiplicagdo celular com discreta
formagédo dssea nas bordas do defeito ¢ em diregdo ao
centro. Foi verificada a presenca de tecido de
granulacdo, com infiltrado de células basofilicas,
substituindo a regido anteriormente ocupada pelo
coagulo sanguineo. A maioria das células que
participavam do processo de reparagdo originou-se,
principalmente, dos tecidos moles (peridsteo e
musculatura) presentes nas extremidades do defeito.

Aos 30 dias, em algumas amostras,
percebeu-se maior formagdo 6ssea em comparagio ao
periodo anterior, com o novo tecido dispondo-se em
ilhas circundadas por tecido de granulagdo e
insinuando-se para o interior do defeito. Nesse
momento, 0s vasos sanguineos de permeio ao tecido
de granulacdo estavam presentes em quantidade
superior a observada aos 10 dias. Aos 60 ¢ 90 dias, o
crescimento 0sseo foi progressivo em relagéo ao tempo
de observagdo, com presenga de medula 6ssea com
células mononucleares entremeando a diploe 6ssea.
Foi visualizada presenga de células grandes,

Tabela 1 - Percentual médio de reparagéo dssea exibido por periodo de observagdo, para os animais dos grupos controle (GC) e tratado com
PRP (GP), e valores de P calculados confrontando dados do percentual de preenchimento dsseo, por periodo, do tratamento

realizado no GP versus tratamento realizado no GC.

Tratamento Periodo (dias) Médias das areas (mm?) Percentual de reparagiio 0ssea (mm?)  Valor de P calculado

GC 10 22,133 21,880

’ ’ P=0,0216*
GP 10 18,344 35,253 ’
GC 30 13,863 51,069

’ ’ P=0,2989
GP 30 13,358 52,852 ’
GC 60 11,843 58,199

’ ’ P=0,0002°
GP 60 10,719 62,166 ’
GC 90 10,495 62,957 .
GP 90 9,196 67,542 P=0,0285

* valores estatisticamente significativos — P=0,05.
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arrendondadas, com citoplasma eosinofilico ¢ nicleo
basofilico, sendo sugestivas de megacaridcitos.

A angiogénese observada no GP, em todos
os periodos, foi maior que a observada no GC. No
periodo inicial de 10 dias, foi visualizada a maior
intensidade de neovascularizagdo no grupo tratado,
com presenga de vasos sanguineos congestos nas
margens do defeito dsseo (Figura 1). Observou-se que
a angiogénese diminuiu ao longo dos periodos,
mantendo-se concentrada proxima as regides de
formagdo de novo osso. Também foi visualizado
infiltrado celular constituido de células basofilicas
substituindo a regido anteriormente ocupada pelo
coagulo sanguineo, similar ao observado no GC.

No GP, aos 30 dias, a area de formacgédo de
novo 0sso, assim como o observado
macroscopicamente, foi superior a encontrada aos 10
dias do GP e discretamente maior do que a visualizada
no GC; contudo, estatisticamente, a osteogénese nao
foi significativa, em relacdo ao grupo controle. A
deposicao de matriz e formagdo de novo tecido 6sseo
aumentavam a medida que os periodos de avaliagdo
avangcavam. Também percebeu-se uma intensa
movimentagdo celular provinda da regido de tecidos
moles adjacentes para o interior do defeito (Figura 2).
Aos 60 e 90 dias, evidenciaram-se maiores quantidades
de formagdes Osseas ¢ organizacdo tecidual. A

quantidade e o amadurecimento do osso formado
progrediram concomitantemente com o avangar do
tempo de observagdo, ¢ aos 90 dias ja eram observados
alguns oOsteons.

Os tipos celulares presentes em ambos os
grupos foram os mesmos. Foram visualizados
osteoblastos cuboides em atividade de deposigdo de
matriz 6ssea, se enfileirando nas margens da nova
formagdo Ossea, ¢ discreta presenca de osteoclastos,
sobretudo visualizados aos 60 ¢ 90 dias, proximos ao
tecido osteoide formado. No GP, havia maior quantidade
de osteoblastos ¢ tecido osteoide se organizando, em
comparacao com o GC.

DISCUSSAO

Verificou-se que o PRP em gel, como
tratamento das falhas na por¢éo parietal do cranio dos
camundongos, acarretou maior formagdo Ossea em
relag@o ao grupo controle; contudo, ao final do periodo
de avalia¢do aos 90 dias, os defeitos ndo estavam
totalmente preenchidos. Tal caracteristica evidencia a
criacdo de um defeito critico na calvaria do camundongo
(6,0mm), concordando com dados disponiveis na
literatura que consideram criticos os defeitos com
diametro superior a 2,7mm (SEO et al.,2008).
Consequentemente, por mais que o tratamento com o

Figura 1 - Fotomicrografia exibindo o aspecto microscopico do processo de reparagdo
apresentado aos 10 dias por um animal do grupo PRP. No periodo inicial de
10 dias, foram visualizados a numerosa presenga de vasos sanguineos congestos
nas margens do defeito 0sseo (®), o inicio da formagdo de novo osso (#), a
movimentacgdo celular (elipse) oriunda da regido de tecidos moles adjacentes
e a substitui¢do do coagulo sanguineo por tecido de granulagdo (¥) (H&E).
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de células basofilicas (5) (H&E).

Figura 2 - Fotomicrografia exibindo o aspecto microscopico do processo de reparagdo apresentado
aos 30 dias por um animal do grupo PRP. Formacdo de novo osso e organizagdo do
tecido osteoide (#), movimentagdo celular (elipse) oriunda da regido de tecidos moles
adjacentes, vasos sanguineos (®) demonstrando a angiogénese do processo e presenga

gel tenha incrementado o processo de reparagdo, ele
ndo foi suficiente para promové-la de forma total.

O estudo estatistico confirmou que o
tratamento incrementou o processo de reparagio 0ssea
€ acarretou maior crescimento de novo 0sso, sobretudo
na fase mais precoce. Portanto, o efeito do gel de PRP
ocorreu especialmente durante os estagios iniciais do
processo de reparagdo, nos primeiros dias apds a
aplicagdo, mediante a liberagdo maciga dos fatores de
crescimento presentes no plasma, com também
encontraram MARX (2004).

A diferenga estatisticamente significativa
entre 0 GP e 0 GC, aos 10, 60 ¢ 90 dias de avaliagao,
permite inferir que a liberagdo dos fatores de
crescimento, providenciada pelo PRP, determinou maior
recrutamento celular, ativa¢do de células
osteocomprometidas ¢ consequente deposi¢do de
tecido 0sseo a partir das margens da falha. Em
acréscimo, a quantidade e o amadurecimento do osso
formado progrediram concomitantemente com o
avancar do tempo de observagdo, ¢ aos 90 dias ja eram
observados alguns 6steons.

Outra inferéncia possivel é que a quantidade
de 1,0x10° plaquetas (concentragdo de 2,0x10"plaquetas
L") foi adequada na promogdo de recrutamento celular,

concordando com KANNO et al. (2005), quando
afirmaram que altas concentragdes de plaquetas
estimulam a proliferacdo e diferenciagdo de
osteoblastos e com WEIBRICH et al. (2004), os quais
reportaram que a concentragdo minima para apropriado
beneficio bioldgico nos processos de reparagdo ¢ de
1,0x107plaquetas uL.

A membrana cortical desmineralizada
reabsorvivel, de origem bovina, utilizada acima dos
defeitos em ambos os grupos, teve a finalidade de evitar
a dispersdo do material. Na avaliagdo realizada aos 30
dias em ambos os grupos, cla ndo estava mais presente,
concordando com os dados do estudo piloto preliminar,
realizado pelos autores, que constatou que ela nédo
influencia o processo de reparagdo Ossea, sendo
totalmente reabsorvida num periodo de 15 dias. A ndo
influéncia no processo de reparagdo foi o motivo que
encorajou o uso dessa membrana no presente estudo.

De acordo com MARTIN (1997) e
TSIROGIANNI et al. (2006), num processo de reparaco
tecidual, a primeira fase de reparagdo envolve a
formac@o e organizagdo do coagulo sanguineo, durante
as 24 horas iniciais. Ap6s esse periodo, o coagulo
comega a ser substituido e, por volta do nono ao décimo
primeiro dia, a substituigdo por tecido de granulagéo
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esta finalizada. Corroborando afirmagdo desses
autores, principalmente no GP, foi visualizada a
substituicdo do coagulo por células basofilicas,
sobretudo nos primeiros 10 dias, e presenga de tecido
inflamatorio constituido de células basofilicas.

A maior formacdo Ossea e angiogénese
exuberante, presente no GP, ja haviam sido descritas
por outros pesquisadores que afirmaram, em defesa ao
uso do PRP, que, apds a ativagdo do gel de plaquetas,
ocorre a liberagao de citocinas e fatores de crescimento
essenciais para a progressdo coordenada do processo
de cicatrizagdo, o aumento da vascularizagdo ¢ a
regeneracao tecidual (AGHALOO et al., 2004; MARX,
2004). Ademais, dentre os fatores de crescimento
liberados pela ativagdo do plasma, destaca-se a
presenca do PDGF, que ¢ considerado o primeiro fator
de crescimento liberado na reparacado tecidual, sendo
secretado pelos macréfagos e pelas células endoteliais.
Esse fator contribui para angiogénese, mitogénese de
células da medula 6ssea e de pré-osteoblastos, ¢
ativagdo da diferenciagdo de osteoblastos maduros que
estimulardo a deposicao de proteinas na matriz 6ssea
(MARX, 2004).

SILVA et al. (2009) utilizaram o PRP em gel
nareparagdo 0ssea em calvaria de coelhos e obtiveram
bons resultados quanto a reparagdo. Porém,
identificaram a presenga de células gigantes e
multinucleadas de permeio as novas formagdes 6sseas.
Na ocasido, consideraram a presenga dessas células
uma consequéncia de reagdo inflamatdria do tipo corpo
estranho, incitada pela tromboplastina comercial
derivada do cérebro de coelho, usada na preparagdo
do gel. De forma divergente, no estudo atual, o gel de
plaquetas foi ativado por gluconato de calcio 10%, e a
reacdo inflamatdria observada ndo apresentava
caracteristicas de reacdo do tipo corpo estranho, ndo
sendo visualizadas células gigantes e multinucleadas.

Outro achado de destaque, na avaliacdo
microscopica, foi uma intensa mobilizagéo celular da
periferia da lesdo, regido de tecidos moles, para o centro
da falha, principalmente no GP, demonstrando que
houve contribuicdo positiva das células osseas
presentes no peridsteo. SHIMIZU et al. (2001) ja haviam
demonstrado que, entre as células que constituem o
peridsteo, existem células progenitoras com potencial
de se diferenciar em osteoblastos, passiveis de ser
ativadas por estimulagdo fisica ou quimica, como nos
casos de fraturas, inflamagdes e desenvolvimento de
tumores, € que contribuem para a reparagao.

CONCLUSAO

Sob as condi¢des nas quais foi
desenvolvido o experimento, constata-se que o uso
do gel de PRP depositado em defeitos criticos
confeccionadas em calvaria de camundongos C57BL/
6 jovens contribui positivamente para o processo de
reparagdo Ossea, mormente na fase inicial.
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