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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar histologicamente, o reparo
0sseo em les@es de tibia previamente irradiada, apos tratamento com enxerto
0sseo autdgeno associado ao PRP.

Neste estudo, foram utilizados 12 coelhos separados em dois
grupos iguais: irradiado (I) e né&o irradiado (Il), que foram divididos em
subgrupos: controle (tibia esquerda) e PRP (tibia direita). O grupo irradiado
recebeu dose Unica de 15 Gy nas tibias. Apds 45 dias, nos grupos | e Il, foram
criadas lesGes nas tibias, com trefina de 5 mm de didmetro. As lesdes foram
preenchidas com enxerto autégeno associado a PRP (grupo teste) ou nao
associado a PRP (grupo controle). Ap6s quatro semanas, os animais foram
sacrificados e as regides enxertadas foram removidas, fixadas em formol
tamponado, desmineralizadas em EDTA e processadas para inclusdo em
parafina. As imagens histolégicas foram digitalizadas, utilizando objetiva de 4X,
e submetidas ao processo de segmentagao interativa, como preconizado por
Oliveira et al. (2006). A regido de matriz 6ssea foi denominada de Regido de
Interesse (ROI) e a porcentagem de matriz por area foi obtida e analisada por
meio de algoritmos desenvolvidos em ambiente de programagéo SCILAB. Os
dados foram tratados utilizando os testes Kolmogrorov —Smirnov e Teste t de
Student pareado e ndo pareado. Nos grupo irradiado e néo irradiado a analise
estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre os subgrupos teste e
controle. Também ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos
irradiado e né&o irradiado. De acordo com os dados obtidos, a utilizagao de
enxerto autdégeno associado ao PRP nao contribuiu, significativamente no

reparo de lesées em 0sso irradiado.

Palavras-chave: osso irradiado, PRP, enxerto, reparo ésseo.



Abstract

The aim of this study was to observe the repair in irradiated bone
using autogenous bone graft associated with platelet-rich plasma in rabbit
model.

Twelve New Zealand White rabbits were divided into two equal
groups: irradiated () and non-irradiated (Il), which were divided into subgroups:
control (left tibiae) and PRP (right tibiae). The irradiated group received a single
dose of 15 Gy in the tibiae bone. After forty-five days, in groups | and Il, were
created lesions in the tibiae, with trephine of 5 mm of diameter. The lesions
were filled with autogenous bone grafts with PRP (test group) or without PRP
(control group). After four weeks, the animals were sacrificed and the grafted
regions were removed, fixed in formalin in PBS, demineralized in EDTA and
embedded in paraffin. The histological images were captured at 4X
magnification and submitted to the process of Targeting Interactive, as
recommended by Oliveira et al. (2006). The region of bone matrix was called
Region of Interest (ROIl) and the percentage of matrix by area was obtained and
analyzed through algorithms developed in the programming environment Scilab.
The data were processed using the tests Kolmogrorov-Smirnov and paired t-
test student and not paired. The statistical analysis of irradiated and non-
irradiated groups showed no significant difference between test and control
groups. Also, there’s no significant difference between groups irradiated and
non-irradiated. According to data obtained, the use of autogenous bone grafts
associated with the PRP did not contribute significantly in the repair of irradiated

bone.

Key words: irradiated bone, bone repair, PRP, grafting.



1. INTRODUCAO

A radioterapia € freqlientemente aplicada antes ou depois de cirurgia de
remogcdo de tumores malignos melhorando os resultados terapéuticos.
Contudo, algum grau de prejuizo permanente ou transitorio permanece apoés a
radioterapia (Granstrom, 2003). O potencial de lesdo 6ssea causada pela
radiacdo ndo é somente determinada pela dose total, mas também pelo
nuamero de fracoes e pelo tempo de tratamento.

Os protocolos de radiagdo usados em estudos prévios em animais,
incluem doses simples de 15 Gy (Kudo et al, 2001), 22 Gy/4 fracdes
(equivalente a 64 Gy/32 fracbes em 6 semanas) (Morales et al., 1987), 28 Gy/4
fracoes em 4 semanas (equivalente a 80 Gy/30 fracdes) (Eppley et al., 1991),
22,5 Gy em 3 fragdes por 5 dias (Khatteery et al., 1991), 45 Gy/10 fracbes em 3
semanas (equivalente a 60 Gy/30 fracdes em 6 semanas) (Larsen et al., 1993),
50 Gy/20 fracdes por 4 semanas (Gantous et al., 1994).

As mudancas 6sseas induzidas pela radiagdo podem afetar o esqueleto
humano de maneira mista, evolvendo tanto padrdes de lise 6ssea quanto de
esclerose éssea. Este fato estd relacionado ao epicentro da radiagao portal
(feixe de radiagdo) expandir além de suas margens (Camp & Moreton, 1945),
comprometendo a resisténcia da massa 6ssea irradiada (Eisenschenk et al.,
2006).

Os efeitos deletérios da radiacao sobre o tecido ésseo, tais como morte
celular, injaria celular, paralisar a divisdo celular e reparagdo anormal com
neoplasia, h4 muito sdo motivo de estudo. Atualmente esses efeitos séao
freqientemente observados devido a melhora na sobrevida de pacientes em
tratamento de tumores malignos com radioterapia com ou sem tratamentos
coadjuvantes (Williams & Davies, 2006). As mudancas no reparo dos tecidos
irradiados especificamente no 0sso, podem ser devidas, em parte, a diminuicao
dos fatores de crescimento que estdo envolvidos na cicatrizacdo da ferida
(Aghaloo et al., 2006; Williams & Davies, 2006; Colella et al., 2007).

Em procedimentos de enxertia, o leito receptor pode apresentar

comprometimento do suprimento vascular quando previamente submetido a



radioterapia, 0 que compromete o reparo 6sseo e conseqlentemente o
sucesso do enxerto 6sseo autégeno. O plasma rico em plaquetas (PRP)
contém varios tipos de fatores de crescimento envolvidos no reparo tecidual e
vascular como PDGF, TGF, IGF-I, EGF, ECGF, entre outros. Estes fatores sao
importantes no reparo ésseo e junto com as proteinas morfogenéticas do 0sso,
promovem a proliferacdo e diferenciacdo das células mesénquimais em
osteoblastos (Bornstein et al, 2007). Aghaloo et al. (2006) verificaram
aumento de fatores de crescimento PDGF, BFGF e TGFB quando PRP foi
adicionado a enxerto autégeno em lesdes de calvéria. A associagao de PRP a
biomateriais pode apresentar bons resultados quando comparado com grupo
controle utilizando lesdo preenchida com coagulo total (Freymiller & Aghaloo,
2004). Estes estudos incentivam a utilizacdo do PRP, apesar de existirem
controvérsias sobre a contribuicdo do PRP no reparo 6ésseo (Hatakeyama et al.,
2008).

Neste estudo objetivamos avaliar o reparo 6sseo em tibia de coelho
irradiada com dose simples de 15 Gy utilizando enxerto ésseo autégeno

associado a PRP.



2. REVISAO DE LITERATURA

Para o melhor entendimento do objetivo deste estudo, serédo
abordados aspectos gerais da histofisiologia do tecido ésseo, reparo ésseo, a
utilizacao de enxertos dsseos, o uso de PRP e osso irradiado.

2.1. BIOLOGIA DO TECIDO OSSEO

O tecido ésseo é um tecido conjuntivo cuja matriz extracelular &
mineralizada, conferindo a este tecido propriedades ideais para a realizacao
das funcdes de suporte e protecdo do organismo vertebrado. A extrema rigidez
do tecido ésseo é resultado da interacdo entre o componente organico € o
componente mineral da matriz extracelular. Dentre os tecidos de suporte, o
tecido 6sseo é considerado como tendo o mais alto grau de evolugéo, sendo o
principal constituinte dos ossos, possuindo um alto grau de rigidez e resisténcia
a pressao. Além das propriedades mecanicas, o 0sso também apresenta uma
funcdo metabdlica no equilibrio da homeostasia mineral, agindo como
reservatorio de célcio e fosfato e como local de hematopoiese (Roberts, 1988;
Watrous & Andrews, 1989).

A porcao organica da matriz éssea representa 33%, destes 28% sao
constituidos por colageno tipo | e 5% de proteinas ndo coladgenas. Os 67%
correspondem a por¢ao inorganica da matriz, cuja composicao € basicamente
ions fosfato e calcio formando cristais de hidroxiapatita (Watrous & Andrews,
1989; Ten Cate, 2001; Junqueira & Carneiro, 2004; Katchburian & Arana
Chaves, 2004).

Os o0ssos sao revestidos, em suas superficies externas e internas,
por membranas conjuntivas ricamente vascularizadas, apresentando células
osteoprogenitoras, denominadas periosteo e endosteo, respectivamente. Os
vasos sanguineos do endosteo e do peridsteo ramificam-se e penetram nos
0ssos através de canais encontrados na matriz éssea. As principais fungdes do
periésteo e do endosteo sdo nutricdo e osteogénese, necessarias para o
crescimento e a reparagao dos 0ssos (Junqueira & Carneiro, 2004).



O periésteo é um tecido conjuntivo denso, muito fibroso em sua
parte externa e mais celular e vascular na porgcao interna, em contato com o
tecido 6sseo. Algumas fibras colagenas do tecido 6ésseo sdo continuas com as
fibras do periésteo, sendo responsaveis pela unidao entre esses tecidos. O
enddsteo é constituido por uma camada de células osteoprogénicas achatadas
e por vasos. Ele reveste as cavidades internas do osso compacto e do
esponjoso, interpondo-se entre o tecido ésseo e a medula 6ssea (Ten Cate,
2001; Junqueira & Carneiro, 2004).

O componente celular do tecido ésseo € constituido pelos
osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e células osteoprogenitoras. Os
osteoblastos sdo responsaveis pela sintese dos constituintes organicos da
matriz 6ssea e também concentram fosfato e calcio, participando da
mineralizacdo da matriz. Sao derivados de células osteoprogenitoras e quando
em alta atividade sintética apresentam intensa basofilia citoplasmatica.

O aspecto ultra-estrutural dos osteoblastos € caracteristico de
células especializadas em sintese e secrecdo de proteinas, apresentando
citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi
desenvolvido e granulos de secrecdo. Também apresentam numerosas
projecdes celulares dispostas radialmente e juncbes comunicantes com as
células osteoprogenitoras, com outros osteoblastos e com ostedcitos,
sugerindo comunicacao entre as células ésseas (Watrous & Andrews, 1989;
Ten Cate, 2001; Junqueira & Carneiro, 2004).

O componente organico da matriz, produzido pelos osteoblastos, é
predominantemente constituido pela proteina colageno do tipo | (85%), com
pequenas quantidades de colagenos tipo Ill e V (5%). As proteinas nao
colagénicas da matriz, juntas, perfazem os 10% restantes. Diversas proteinas
nao colagénicas da matriz déssea foram identificadas: osteocalcina,
osteonectina, sialoproteinas (osteopontina e sialoproteina éssea), decorina e
biglicana. Além delas, estao presentes duas moléculas de adeséao (tenascina e
fibronectina), glicosaminoglicanas (principalmente condroitin-sulfato) e

numerosos fatores biologicamente ativos, como a osteogenina e a proteina



morfogenética 6ssea (Hauschka et al., 1986; Wozney et al., 1988; Andriano et
al., 2000; Bessho et al., 2002; Blattert et al., 2002).

A célula mesenquimal , também denominada de célula adventicia,
situa-se normalmente ao redor de capilares e pequenos vasos sanguineos no
tecido conjuntivo frouxo, sendo também conhecida como pericito ou célula
perivascular. Sua denominacdo provém do fato de que ela retém a
multipotencialidade das células mesenquimais embrionarias. Parecem ser
importantes na formacdo de novos fibroblastos durante o processo de
cicatrizagdo de feridas e podem, em determinadas circunstancias, formar
outros tipos de células como os condroblastos e osteoblastos pelo estimulo dos
fatores de crescimento transformador [ e das proteinas morfogenéticas
Osseas-2 (BMP-2) (Odgren et al, 2001). Esta capacidade explicaria o ocasional
aparecimento de 0sso na cicatrizacao de uma ferida. As células responsaveis
pela produgédo da matriz organica sdo os osteoblastos que também participam
do processo de mineralizagdo. Adjacente aos osteoblastos existem células
osteogénicas que se diferenciam em osteoblastos quando
necessario(Katchburian & Arana Chaves, 2004).

Durante a formacdo da matriz éssea alguns osteoblastos ficam
aprisionados na matriz, sendo entdo denominados ostedcitos. Estas células
constituem uma rede celular que permite a comunicacado entre elas e destas
com os osteoblastos da superficie. Os osteoclastos, responsaveis pela
reabsorcdo 6ssea, sao células multinucleadas, que se localizam na superficie
da matriz, sendo ativos no processo de remodelagdo 6ssea (Katchburian &
Arana Chaves, 2004).

Na matriz 6ssea, a porcdo organica do osso é composta de
proteinas colagenas e nao colagenas acrescidas de proteoglicanos (Amber,
1969; Baker et al, 1979). O colageno tipo | responde por 90% da constituicao
protéica 6ssea, servindo como arcabougo estrutural para a fase mineralizada.
As proteinas ndo colagenas possuem a funcdo de promover a mineralizagao
0ssea, regulando a adeséo e atividade celular durante fenébmenos de formagéo
e reabsorcao Ossea (Bord et al, 1996). Dentre as proteinas nao-colagenas

presentes na matriz 6ssea, podemos citar a Osteocalcina que é uma proteina



de baixo peso molecular, contém em sua molécula residuos do &cido
carboxyglutamico-a (GLA) responsaveis pela ligacdo do céacio, promovendo
mineralizagdo 6ssea ou regulagdo do crescimento dos cristais. Ela se encontra
nos osteoblastos, na matriz 6ssea mineralizada e no cemento acelular. Estudos
in vitro associaram a resposta dos osteoclastos a presenga da osteocalcina
com a promocao da adesao e liberagdao dos osteoclastos, através do aumento
da secregdo da osteopontina, fibronectina, sialoproteina 6ssea e formagao de
agentes de adeséo focal (Roach, 1994; Zhou et al, 1994).

Outra proteina ndo colagena € a osteopontina, que se encontra nos
depositos e nas superficies da matriz 6ssea, sugerindo seu papel na
mineralizagdo e adesdo dos osteoblastos e osteoclastos na matriz dssea.
Também se encontra em muitos tipos de tecidos e estd envolvida com a
organizacao tecidual (Lindhe et al., 42 edicao).

A osteonectina & considerada a proteina ndo colagénica mais
abundante do osso e estd manifestada nas células osteoprogenitoras,
osteoblastos e ostedcitos recentemente formados. Esta relacionada com a
mineralizagcdo Ossea, porém sua funcdo nado estd claramente definida.
Encontram-se também nos tecidos, como no ligamento periodontal, nos
fibroblastos e células endoteliais. Apresenta a propriedade de se ligar a varias
moléculas de colageno e de adesao, tendo a participacdo mediada pelo calcio
na organizagao da matriz extracelular (Odgren et al, 2001).

A sialoproteina éssea também € ndo colagena, e se restringe a
matriz 6ssea mineralizada, mas ndao nos ostedides. Pesquisas tém mostrado
que a associagao de proteinas como a sialoprotéina éssea e a osteocalcina
com fibrilas colagenas criam alta concentracdo local de calcio, levando a
precipitagcdo do mineral. Estas proteinas de ligagdo ao cacio, gando presentes
em solucao, inibem a deposi¢cdo de mineral. Entretanto, quando ligada a um
substrato sélido, promovem a deposicao 6ssea. A sialoproteina 6ssea promove
reabsorcdo 6ssea por aumentar a adesdo dos osteoclastos a matriz déssea
(Aarden et al, 1994).

Outra proteina ndo colagena € a osteoprotegerina que também é

conhecida como protetora 6ssea ou fator de inibicdo da osteoclastogénese,



sendo secretada como os membros da familia de receptores TNF. O processo
de reabsorcao 6ssea funciona por meio da ligagdo do RANK com o RANK-L, o
que resulta em osteoclastogénese de células progenitoras e da ativagdo dos
osteoclastos maduros. A osteoprotegerina funciona como um receptor do
RANK —L, e compete com o RANK para se ligar ao RANK-L. Trata-se de um
inibidor efetivo da ativacdo e maturacéao dos osteoclastos (Ross, 2000).

O tecido 6sseo pode apresentar um arranjo trabecular delimitando
pequenas cavidades, preenchidas por medula 6ssea, caracterizando 0 0sso
esponjoso. O osso compacto é formado por lamelas désseas paralelas ou
concéntricas (sistemas de Havers) ndo apresentando cavidades. Osso
esponjoso e compacto apresentam arquitetura macroscopica diferente mas
possuem a mesma constituicdo histologica (Katchburian & Arana Chaves,
2004).

Histologicamente, o tecido 6sseo pode ser classificado em primario
(imaturo) ou secundario (maduro ou lamelar). O tecido ésseo imaturo apresenta
fibrilas coldgenas sem organizacao definida, maior niumero de ostedcitos
incluidos na matriz 6ssea e menor conteldo mineral. No adulto ocorre apenas
nas suturas dos 0ssos do cranio, nos alvéolos dentarios e em alguns pontos de
insercao de tenddes. O tecido 6sseo maduro apresenta fibrilas colagenas
organizadas formando lamelas ou camadas, possui menor numero de
ostedcitos incluidos na matriz e maior conteddo mineral, sendo o tipo
predominante no adulto.

Durante a formagdo do esqueleto ou nos processos de reparo, 0
primeiro tecido 6sseo formado € o tipo priméario, sendo progressivamente
substituido pelo tipo secundario.

Os osteoclastos participam dos processos de reabsorcdo e
remodelagéo do tecido 6sseo. S&o células gigantes, multinucleadas, derivadas
da fusdo de mondcitos que atravessam os capilares sangiineos. Os
osteoclastos ocupam depressdes rasas, chamadas lacunas de Howship que
caracterizam regidbes de reabsorcdo Ossea. Estas células gigantes sao
especializadas em decompor matriz mineralizada, do tecido 6sseo, dentina,

esmalte e cartilagem calcificada (Buser, 1994).
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A reabsorcdo Ossea estd associada a producdao aumentada das
enzimas citoplasmaticas como fosfatase acida, esterase nao especifica e
anidrase carbdnica. O exame ultraestrutural dos osteoclastos, durante a
reabsorgdo, revela uma abundancia de mitocéndrias, reticulo endoplasmatico
rugoso esparso, muitos ribossomos livres e uma zona citoplasmatica periférica
clara, com um bordo ondulado de membrana adjacente ao osso em reabsorgcao
(Watrous & Andrews, 1989; Ten Cate, 2001).

A estrutura do osso é mantida por uma relacdo delicada entre
osteoblastos, responsaveis pela formagdo 0ssea, e osteoclastos, responsaveis
pela reabsor¢cdo Ossea. Os mecanismos reguladores sdo complexos e
envolvem interagdes entre as células Osseas e diversos fatores locais e
sistémicos. Diversas citocinas estdo envolvidas nesses mecanismos
reguladores (Watrous & Andrews, 1989; Junqueira & Carneiro, 2004).

Apesar da rigidez e aparente inatividade, o tecido 6sseo é muito
dindmico apresentando um processo combinado de formacdo e reabsorgao,
denominado de remodelacdo éssea. Este processo € continuo e fisiolégico
permitindo que o tecido 0sseo se renove constantemente, responda aos
estimulos externos e também sofra reparacdo (Katchburian & Arana Chaves,
2004).

2.2. REPARO OSSEO

O crescimento, a formacao e o desenvolvimento do tecido ésseo
humano tém inicio durante o desenvolvimento embrionario e seguem até a
idade adulta. Durante toda a vida, os 0ssos apresentam um processo
combinado e constante de formacdo e reabsorcdo, denominado de
remodelagédo 6ssea ou “turn over” ésseo. Esta remodelacao é determinada pela
carga genética e se mostra dependente de regulacao e influéncias enddcrinas,
bioquimicas e ambientais. Mesmo no adulto, o tecido ésseo é metabolicamente
ativo e a manutencao da matriz é o resultado de um balanco de atividade de
sintese e reabsorcdo, os quais refletem as atividades antagonistas de

osteoblastos e osteoclastos, respectivamente (Junqueira & Carneiro, 2004).
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Um tecido vivo que sofreu agressao, que foi perdido ou tratado
cirurgicamente responde através de um processo fisioldgico chamado de
reparacdo. A reparacdo pode ocorrer por regeneracao ou por cicatrizacao
(AAP, 1992).

Regeneragdo é a reproducdo ou reconstituicdo de uma parte
danificada ou perdida resultando em estruturas com a mesma arquitetura e
funcéo das estruturas originais. J4, a cicatrizagcao é a reparagdo de uma ferida
por um tecido que nao restaura completamente a arquitetura ou a funcao da
parte danificada (AAP, 1992).

O estudo da reparagéo dssea foi inicialmente realizado em animais,
creditando-se a Euler (1923) os primeiros conhecimentos sobre o assunto. Este
processo inicia-se pela organizagdo do coagulo e proliferacdo endotelial, que
caracteriza o tecido de granulacdo éssea (Buser et al., 1997). Em seguida
células osteoprogenitoras ocupam amplamente o defeito ésseo e tém como
funcdo, por meio de atividades mit6ticas, dar origem a outras células ésseas,
em condi¢gdes normais. Em condicbes emergenciais, o fluxo das células
osteoprogenitoras pode tornar-se insuficiente e outras células mitoticamente
competentes multiplicam-se, para compensar a solicitagdo, viabilizando a
diferenciacdo de osteoblastos, que vao produzir os constituintes da matriz
organica do tecido 6sseo, promovendo a osteogénese (Ten Cate, 2001).

O tecido 6sseo exibe um alto potencial de regeneracao, porém esta
capacidade pode nado se manifestar nos defeitos Osseos de grandes
dimensdes. Nestas situacdes, a utilizacdo de enxertos favorece o processo de
reparo pelo preenchimento do defeito ésseo, servindo como um arcabouco,
levando a neoformacdo Ossea através do processo de osteocondugao,
aderindo as particulas enxertadas.

A reabsorcdo que se segue a exodontia muitas vezes compromete o
volume 0sseo remanescente, impedindo a instalagdo de implantes. Por essa
razdo, a reconstrugdo 0ssea mostra-se necessaria para permitir a posterior
colocacao de implantes em posicao proteticamente satisfatéria (Paleckis et al,
2005).
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Varias metodologias vem sendo empregadas para a reconstrucao éssea:
enxerto 0sseos autdgenos, substitutos Osseos alégenos, xendgenos e
aloplasticos, regeneracdo Ossea guiada, distracdo osteogénica, fatores de
crescimento e combinacdes destas referidas metodologias (Pinto, 2003).

O enxerto é considerado autdogeno quando obtido de areas doadoras do
proprio individuo; homogeno quando obtidos de individuos da mesma espécie
do receptor, sdo 0s que mais se aproximam dos enxertos autdégenos;
heterégeno quando obtidos de individuos de espécies diferentes do receptor,
como o0s materiais de origem bovina. Os enxertos podem apresentar
propriedades bioldgicas osteocondutoras, osteoindutoras ou osteogénicas
(Becker et al., 1998; Boyne & Shabahang, 2001).

A propriedade de osteoconducéo refere-se a capacidade do enxerto em
conduzir o desenvolvimento de novo tecido 6sseo através de sua matriz de
suporte, chamado de arcabougco. A matriz deve ser reabsorvida e
simultaneamente substituida pelo tecido 6sseo neoformado. Assim os materiais
osteocondutores sao biocompativeis e formam um arcabouco para deposicao e
proliferacdo celular com atividade osteoblastica (Misch et al., 1993).
Osteoindutores sado enxertos que promovem a formacao de novo 0sso a partir
das células osteoprogenitoras do leito receptor, derivadas das células
mesenquimais indiferenciadas. Os enxertos homodgenos e os autégenos sao os
agentes osteoindutores mais usados na Implantodontia. Fatores de
crescimento como o plasma rico em plaquetas (PRP) e as proteinas ésseas
morfogenéticas BMPs, também possuem propriedades osteoindutoras e
freqientemente sdo associadas aos enxertos (Boyne et al., 1997; Bessho et
al., 2002; Blattert et al., 2002).

Biologicamente, o enxerto 6sseo autdgeno constitui o padrdo de
comparacao as outras metodologias para aumento 6sseo e continua sendo o
material mais utilizado para correcdo de defeitos esqueléticos adquiridos ou
congénitos (Jorge et al, 2006).

A importancia do enxerto 6sseo autdégeno como padrdao de aumento
0sseo pode ser ilustrada pelo fato do osso ser o segundo tecido mais

transplantado nos organismos, a excecao apenas do tecido sanguineo (Prolo &
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Rodrigo, 1995). A previsibilidade alcan¢cada com o enxerto ésseo autégeno é
explicada pelo fato dessa metodologia ser a Unica a fornecer ao leito receptor
células com capacidade de neoformacgao éssea, fatores de crescimento e um
arcabougo ésseo imunologicamente idéntico ao leito receptor. Além disso, o
enxerto désseo autdbgeno tem a capacidade de restaurar a estabilidade
estrutural e mecanica original, fornecendo um resultado estético compativel
(Prolo & Rodrigo, 1995).

Nas ultimas décadas, a partir dos avangos da bioengenharia éssea
tecidual, diferentes materiais tém sido sugeridos como substitutos ésseos, no
sentido de funcionarem como arcabougo de matriz extracelular e permitirem
neoformacdo d&ssea. Diversas propriedades sdo necessarias a estes
substitutos, tais como: bioatividade, osteocondugédo, osteoconducao,
osteoinducéao, biocompatibilidade e biodegradacao. Adicionalmente, devem ter
custos acessiveis e serem facilmente produzidos, moldados e estocados (Burg
et al., 2000; Pilliar et al., 2001).

Diante de seguidos desafios na obtencdo de reparacdo Ossea, a
comunidade cientifica busca respostas em pesquisas relevantes, no sentido de
conseguir a formacdo de tecido 6sseo bem estruturado, para promover
estabilidade das estruturas bucais e consequUentemente desempenhar suas
fungdes (Khan et al., 2005).

Um exemplo é o trabalho de Axhausen, 1956, que avaliou
histologicamente a reparagdo 6ssea em animais e Partiff, 1962, que estudou as
variagdes do trabeculado do osso alveolar normal. O tecido 6sseo apresenta-se
em um processo continuo de remodelagédo, do qual depende sua reparacao
frente as injurias e alteragdes da normalidade. Este processo ocorre com a
participagdo de varias substancias enddégenas, como paratormdnio, a vitamina
A e a calcitonina. O hormoénio da paratiredide tem acao sobre célcio e fésforo e
na regulacdo de fatores de crescimento que atuam diretamente em
osteoclastos e osteoblastos (McCauley & Somerman, 1998).

Inimeros estudos deixaram de enfocar os aspectos morfolégicos da
reparacao tecidual, passando a enfatizar a pesquisa dos fatores humorais que

possam influenciar a cronologia e a intensidade do processo de reparacao.
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Esses estudos destacaram, entre outros fatores, a acdo das plaquetas ou
trombdcitos. Enneking & Morris (1972) usaram de enxertos ésseos autdégenos
para aumento, substituicio e reparo ésseo, entretanto observaram a
necessidade de uma segunda cirurgia a distancia do leito receptor.

Albrektsson et al. (1980) concluiram que a osteogénese € raramente
observada em enxertos que demoram mais de dez dias para se
revascularizarem, sendo que a osteogénese inicia-se na interface entre enxerto
e o leito receptor.

Wilson & Mervin (1988) afirmaram que a recuperacao apds o enxerto €
obtida havendo uma variavel reabsor¢ao e imprevisivel formagao déssea.

Masters (1988) afirmou que o 0sso autdégeno parecia primeiro agir como
material de preenchimento, enquanto prossegue o ciclo osteoclastico. Segue-
se essa fase a acao dos osteoblastos que iniciam o processo de formacgao de
novo tecido 6sseo.

Boyne (1991) postulava que o material ideal para enxertia deveria existir
em quantidade de suprimento, sem necessidade de violacdo a distancia do
local; prover osteogénese imediata para rapida consolidacdo; ndo provocar
reacdo imune; facilitar a revascularizagcdo para recuperacdo rapida e
resisténcia a infeccdo; estimular a osteoindugao e osteoconducao, conforme o
caso; ser adaptavel as exigéncias fisicas e resistir ao deslocamento e nao
impedir o crescimento dental ou movimento ortodéntico.

Misch et al. (1992) utilizaram de enxerto autégeno da sinfise mandibular
para reconstrucao de defeitos alveolares maxilares e colocagdo de implantes.

Buser et al em 1995 observara evidéncias histologicas que implantes
colocados em 0sso regenerado atingem e mantém a osteointegragéo, e que o
0SS0 regenerado responde ao implante da mesma forma que o 0sso original.

Raghoebar et al. (1996) estudaram a corregdo de defeitos 6sseos com
0ss0 autdgeno na regido anterior da maxila antes da inser¢cdo do implante e
concluiram que o uso de enxerto de osso mandibular apresenta menor
reabsorcao, quando comparado com enxertos da crista iliaca, tibia e costela.

Wallace et al. (1996) avaliaram exames histolégicos seriados em um

paciente e observaram uma lenta formagdo 6ssea em enxertos xendgenos
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compostos de uma mistura de matriz bovina inorganica(80%) e 0sso
autégeno(20%), em sinus lift. Doze a vinte meses de cura, para reabsorver e
remodelar o osso vital.

Manso & Lang (1997) descreveram com clareza as fases osteogénicas
da reparagdo em enxertos autdogenos em que destaca dois importantes
tempos:

Fase |I: H4 a proliferacdo e diferenciacdo das células enxertadas com
deposicao de tecido ostedide e producao de trabeculado composto. Nessa
fase, acontece a revascularizagdo do osso enxertado por angiogénese
periférica.

Fase II: Ha o predominio da diferenciagdo das células mesenquimais do leito
receptor em osteoblastos (Osteoindugcédo). Essa fase torna-se dominante
durante as proximas 4 a 5 semanas ap6s o transplante. Ainda na fase Il, os
osteoclastos derivados dos mondcitos circulantes comegam a aparecer no 0SS0
enxertado, promovendo reabsorcao, que, juntamente com aposi¢oes, formam,
de acordo com os autores, o fenbmeno conhecido como “substituicao
aposicional”.

Carvalho et al (2000) consideraram necessario, entre os procedimentos,
0 preparo prévio da area receptora; nesse estudo foram utilizados os tipos de
leito receptor perfurado, decorticado e cortical, este Ultimo nao necessitando
de preparo prévio. Constatou-se que o0 enxerto autdogeno apresentava-se
integrado principalmente nos grupos perfurado e decorticado. Os resultados
menos favoraveis foram observados no grupo cortical, no qual ocorreu com
maior frequéncia, interposicdo de tecido conjuntivo e reabsorgdo parcial do
enxerto.

2.3. EFEITO DA RADIACAO NO TECIDO OSSEO.
No final do século XIX alguns fatos importantes na histéria das radiacoes

ionizantes ocorreram. A descoberta dos raios X por Wilhem Conrad Rontgen

em 1895, constatagdo da radioatividade natural do urénio por Henri Becquerel
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em 1896, a separacado do polbénio e do radio por Pierre e Marie Cuyrie em
1898. A partir dessas descobertas a radiacdo ionizante passou a ser
amplamente utilizada na industria e na medicina, com finalidade de pesquisa,
diagndstico e tratamento de doencas oncoldgicas.

As radiacbes podem ser classificadas do ponto de vista fisico e
biol6gico. Do ponto de vista fisico sao classificadas em corpusculares e
eletromagnéticas, sendo as corpusculares com massa (elétrons, protons e
néutrons) e as eletromagnéticas sdao ondas com diferentes comprimentos e
velocidade igual a da luz. Para fins biologicos as radiagdes sao classificadas
em nao-ionizantes e ionizantes. As n&o-ionizantes sao aquelas que néao
possuem energia suficiente para realizar ionizagcdo de atomos biologicamente
importantes. As radiacOes ionizantes fazem com que elétrons sejam ejetados
da orbita do atomo. Pequena parte da energia das radiacdes ionizantes é gasta
com excitagdo, quando o0s elétrons apenas mudam de Orbita no atomo.
Importante propriedade fisica destes agentes, que interferem no efeito
biolégico, é a transferéncia linear de energia (LET), que é a taxa de energia
liberada pela radiagdo por unidade de caminho percorrido. A densidade de
ionizagao produzida num dado meio depende da massa, velocidade e carga.

Existe diferengca na resposta radiobioldégica entre tecido normal e o
tumoral bem como entre os diferentes tecidos normais, do ponto de vista de
lesdo. A resposta esta relacionada com a capacidade da célula reparar ou nao
as lesdes radioinduzidas. Os tecidos de resposta rapida sdo aqueles que
apresentam as manifestacdes clinicas de lesdo em curto periodo de tempo
depois da radiagdo. Sdo exemplos de tecidos de resposta rapida: pele,
mucosas, tecido hematopoiético, tecido linféide, aparelho digestivo, ovario, e
certos tumores. Associa-se a resposta rapida destes tecidos a alta atividade
mitética (fase bastante radiossensivel do ciclo celular) e a grande
suscetibilidade a apoptose (mecanismo de morte celular ativo, em oposicao a
mitose). Os tecidos de resposta lenta sdo aqueles que apresentam suas
alteracdes em tempo mais prolongado apéds irradiacdo. Sao eles os tecidos:
0sseo, conjuntivo, muscular e nervoso, que possuem baixa atividade

proliferativa. Associa-se a resposta lenta a morte clonogénica (perda da
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capacidade de divisdo celular) das células e a menor suscetibilidade a
apoptose (Williams & Davies, 2006).

Os efeitos deletérios dos raios-X no tecido 6sseo tem sido mostrado por
séculos e continua sendo visto nos dias atuais por causa da melhor sobrevida
dos pacientes tratados de tumores malignos com radioterapia, com ou sem
outros tratamentos (Williams & Davies, 2006).

A irradiacdo nos tecidos pode causar morte celular imediata ou lenta,
injuria celular, aumento da divisdo celular e reparacdo anormal com neoplasia.
A radiacdo afeta o esqueleto jovem interferindo com a condrogénese e a
reabsorcdo da cartilagem calcificada e no crescimento da placa 6ssea. No
esqueleto maduro os efeitos estdo nos osteoblastos, primariamente resultando
na diminuicdo da formacao de matriz 6ssea (Probert & Parker, 1975; Howland
et al., 1975; Ergun & Howland, 1980).

Perthes em 1903 foi o primeiro a descrever os efeitos da radiacdo no
crescimento ésseo. Ele mostrou que o crescimento das asas de galinha foi
inibido depois da exposicado aos raios-X. Os efeitos nos seres humanos foram
inicialmente mostrados na literatura médica alema em 1929 e posteriormente
nos Estados Unidos. Os condrécitos da placa de crescimento epifiseal sdo os
mais radiosensiveis ao longo do osso imaturo. Microscopicamente, as
mudancgas no crescimento da camada de condrécitos podem ser vistas com
doses de radiagcdo menores que 300 cGy e o retardamento do crescimento
pode ocorrer com doses acima de 400 cGy (Dawson, 1968).

Os efeitos da radiagdo no osso maduro podem variar de acordo com a
dose, com a variagcdo na fracdo e no feixe de energia. A irradiagdo causa
prejuizo aos osteoblastos resultando na diminuicdo da produgdo de matriz
0ssea e reabsorcao pelos osteoclastos. Os osteoblastos podem ser mortos,
tanto imediatamente quanto posteriormente a radiagdo, ou a divisdo celular ser
afetada.

A interacdo da radiagéo ionizante com os eventos biolégicos ocorre em
quatro estagios, produzindo um largo efeito no produto final. Esses estagios
sdo: Estagio fisico; fisico-quimico, quimico e biologico (Marx & Johnson, 1987).
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Acredita-se que estas mudancas podem ser causadas com doses de
3.000 cGy e a morte celular ocorrer com 5.000 cGy. As mudancas 6sseas
podem levar de uma osteopenia até uma osterradionecrose. Radiograficamente
a aparéncia osteopénica ocorre aproximadamente 1 ano ap6s a radiacao
(Howland, 1975).

As mudancas ésseas induzidas pela radiagdo podem afetar o cranio e a
mandibula de maneira mista evolvendo tanto padrdes de lise 6ssea quanto de
esclerose 6ssea. Isto esta relacionado ao epicentro da radiacao portal (feixe de
radiacdo) e se estende para fora de suas margens (Camp & Moreton, 1945).

A mandibula é particularmente mais vulneravel por causa da pobre
quantidade de vasos sanguineos na regido cortical ou superficial. Esta regiao
exposta a altas doses de radiacdo no tratamento de tumores de cabeca e
pesco¢o induzem mudangas no tecido 6sseo em apenas um ano de
tratamento. Isto € mais comum quando o tumor estiver adjacente ou envolvido
pelo tecido 6sseo. No entanto, a osteite asséptica simples da mandibula é
geralmente de pouca repercussao. Infeccdo supurativa da mandibula € mais
comum em pacientes com ma higiene oral e caries dentarias. A dor € comum
em infeccdo secundaria, juntamente com ulceracdes e celulite sobrejacente
aos tecidos moles, hemorragia e perda de peso. Radiograficamente aparecem
tipicamente com contornos mal definidos devido a lesdo destrutiva sem
seqliestros 6sseos. Destruicdo da cortical e fraturas patoldgicas ocorrem com
freqiéncia. As caracteristicas clinicas e radiograficas ndo permitem distinguir
a recorréncia tumoral, e este ultimo também ocorre com frequéncia dentro de
um ano de tratamento.

Auséncia de recobrimento por tecido mole pode indicar mudanca pela
radiagcdo. Esta condigdo pode progredir, e exige um tratamento conservador ou
cirurgias se necessério (Dalinka & Haygood, 2002).

Essa necrose é de dificil controle e costuma atingir a mandibula mais
comumente do que a maxila, por ser irrigada apenas por uma grande artéria e
também por ser um 0sso mais compacto e com menos canais nutrientes. Em
determinadas situagdes evolui para osteomielite, determinando resseccao

0ssea. Dessa forma, considerando que o manejo clinico da osteorradionecrose
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€ bastante dificil, com grande sofrimento e sacrificio para os pacientes, a
equipe de atendimento deve cercar-se de todos os cuidados no intuito de
preveni-la. Implantes em tecidos irradiados podem prover meios de melhorar a
reabilitacdo protética e, ao mesmo tempo, reduzir os riscos de trauma tecidual,
que poderia desenvolver osteorradionecrose (Arcuri et al., 1997).

A contribuicdo da radiacao na injuria vascular desenvolvendo osteite ou
osteorradionecrose € desconhecida. A Radiacao reduz a vascularidade 6ssea
com endoarterite e periarterite obliterativa. Alguns estudos apresentam nenhum
efeito significativo nos vasos sanguineos enddsseos apds altas doses de
radiagcdo. Porém a maioria dos autores acredita que as mudangas descritas
resultam da combinacdo dos efeitos radioativos nos osteoblastos complicado
pelas alteragOes vasculares tardias (Dalinka & Mazzeo, 1985).

A relacdo entre irradiacao e osseointegracdo vem sendo amplamente
investigada na ultima década. A irradiagdo reduz a neovascularizagdo e
prejudica a reproducao celular (Amsel & Dell, 1972). As injurias da radioterapia
aos tecidos sdo cumulativas, progressivas e irreversiveis (Triplett et al, 2000).

As taxas de sucesso dos implantes estdo abaixo dos numeros
observados em 0sso nao irradiado. Essa diferenca se deve, provavelmente, a
reducdo da vascularizacdo e quantidade celular do osso irradiado (Marx &
Morales, 1998).

Clinicamente, o efeito mais adverso da radioterapia na cavidade oral é o
desenvolvimento e a persisténcia da xerostomia, determinando o aumento da
viscosidade e decréscimo da producdo de saliva (Arcuri et al., 1997),
eliminando ou reduzindo consideravelmente o biofilme salivar, que é pré-
requisito para retencdo e conforto na utilizagdo de proteses totais e proteses
parciais removiveis (Curtis et al., 1976).

O decréscimo no fluxo salivar pode ser associado ao aumento dos
indices de céries dentais, devido a perda da capacidade tampao e de
lubrificacdo da saliva, decréscimo na higiene oral devido ao desconforto
tecidual, e outros fatores, de tal forma que proéteses fixas convencionais terdao
prognostico ruim se comparadas com a populagdo que ndo demonstra este
decréscimo (Buemer et al., 1979; Del Regato, 1939; Masella et al., 1972) .

20



Pacientes experimentam um aumento na susceptibilidade ao
rompimento dos tecidos apds pequenos traumas causados pelas préteses
dentais (Curtis et al., 1976). Estes traumas sobre a mucosa oral podem levar a
osteorradionecrose, condicdo moérbida e cronica que ocorre devido aos efeitos
teciduais da radiacao, que determinam uma diminui¢do no aporte sangilineo da
mucosa e do 0sso subjacente, tornando-os hipovascularizados e hipdxicos
(Ecker et al., 1996), que podera resultar em grandes exposicbes e
desvitalizacOes 6sseas e fraturas patologicas (Triplett et al., 2000).

Takahashi et al. (1994), avaliaram os efeitos da radioterapia intra-
operatoria na cicatrizagao 6ssea em relacao a diferentes doses e intervalos pos
radioterapia. Neste estudo os autores fizeram osteotomias bilaterais na fibula
de 56 coelhos imediatamente, apdés 13 semanas ou 39 semanas apds
radioterapia intra-operatéria unilateral usando, em 21 coelhos a dose de 25 Gy,
em outros 21 coelhos a dose de 50 Gy, e em 14 coelhos a dose de 100 Gy,
sendo todos em doses Unicas. A cicatrizacao das fibulas foi evoluida
radiograficamente e histologicamente 13 semanas apdés a osteotomia.
Observaram que a habilidade de cicatrizacdo Ossea foi irreversivelmente
reduzida em todas as fibulas irradiadas e estes prejuizos ocorreram de maneira
dose dependente. A severidade da injuria também tendia a melhorar com o
intervalo de tempo entre a radiagcdo e a osteotomia. Este agravamento nos
intervalos relacionados estava caracterizado pelo aumento da perda 6ssea nas
extremidades das osteotomias e pela atrofia 6ssea nas areas vizinhas.

Esta bem descrito que os efeitos em detrimento da radiagédo ionizante na
regeneracdo 6ssea de uma fratura, inclui a diminuicdo do numero de
ostedcitos, supressdao da atividade osteoblastica, e diminuigdo da
vascularidade. Contudo o mecanismo biolégico da osteorradionecrose e da
precaria reparagcdo 6ssea do o0sso irradiado, ainda permanece indefinido. A
radiagdo ionizante pode diminuir o sucesso do reparo 6sseo pela alteracéo da
expressao de citoquina resultante de uma mudanca no estado de diferenciacao
dos osteoblastos. Estas mudangas podem, em parte, levar a alteragcdes na
proliferagdo osteoblastica e na formacdo da matriz extra celular. Matthew et al
em 2005, propuseram investigar os efeitos da radiagdo ionizante na
proliferagdo, maturacao e na produgao de citoquina do osteoblasto MC3T3-El
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em células em vitro. Foram feitas avaliagbes nas dosagens de 0, 40, 400 e 800
cGy, na expressao do fator de transformacao de crescimento 1 (TGF- 31),
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), e fosfatase alcalina.
Observaram que a radiacdo ionizante resultou em uma diminuicdo dose
dependente na proliferagdo celular e na promogao da diferenciacao celular.
Adicionalmente a radiacdo causou diminuicdo dose dependente no total de
TGF- B1 e VEFG. (Matthew et al., 2005)

Eisenschenk et al. (2006) propuseram um modelo de estudo para
observar o impacto da radioterapia na cicatrizacdo e nas propriedades
biomecéanicas de enxertos ésseos vascularizados. Para isso dividiram uma
amostra de 10 caes beagles em dois grupos, radiados (R) e controle (C). As 52
e 72 costelas esquerdas dos animais do grupo R foram irradiadas 3 e 2
semanas antes da cirurgia, usando uma dose de 8 Gy em cada tempo. Cada
animal de ambos os grupos sofreu as seguintes intervencodes cirdrgicas: as 52 e
72 costelas foram removidas, e a 5% costela foi substituida por um enxerto
vascularizado pediculado retirado da 42 costela. A 72 costela foi reconstruida
usando um pediculo transplantado da 8?2 costela. As 5% e 72 costelas foram
usadas como enxertos 6sseos nao vascularizados substituindo os sitios
doadores nas 42 e 82 costelas, respectivamente. O grupo R (radiado) recebeu
outros dois ciclos de radiagdo, duas e trés semanas no pdés-cirurgico. Deste
modo obtiveram uma dose acumulativa de 32 Gy no leito das feridas e de 16
Gy nos enxertos ésseos vascularizados de costelas. Os enxertos de costela
vascularizados do grupo R demonstraram um alto numero de atrasos nas
unides Osseas observadas radiograficamente e de segmentos 0sseos
avasculares observados na microangiografia, do que no grupo controle. A
presenca de ostedcitos vitais ndo foi significativamente diferente na analise
histolégia entre os grupos. Os testes biomecanicos focando a durabilidade das
costelas vascularizadas contra as forcas de tensdo e tor¢do, mostraram uma
reducdo média nos momentos de maxima tensao de 56,6% apds a radiacao
comparados com os do grupo controle. A resisténcia a torcao foi reduzida em
47,6%. Os dados mostram uma significativa piora na cicatrizagdo 6ssea e na
estabilidade, apds radioterapia tanto no pré quanto no pdés-operatorio,
observados nos leitos das feridas e nos enxertos 6sseos.
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2.4. PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaguetas (PRP) é um volume de plasma
autégeno que tem uma concentracdo de plaquetas acima do normal. As
plaguetas sdo corpusculos anucleados, com citoplasma complexo, muito rico
em glicosaminoglicanas, glicoproteinas e fosfolipideos, essenciais nas funcdes
de adesividade e agregacao plaquetaria (Santos & Santos, 2004). Para ser
considerado um verdadeiro PRP deve apresentar 1.000.000 de plaquetas/puL
na concentracdo de 5 mL de volume de plasma (Marx, 2001a). O PRP
representa somente 20% da fracao de plasma total (Marx, 2000), oriundo do
processamento laboratorial de sangue autégeno, colhido no periodo pré-
operatério e rico em FCs (Lenharo & Mendonga, 2002; Tischler, 2002).

As plaquetas sado fragmentos citoplasmaticos dos megacariocitos,
anucleados, discéides, de dois a cinco micrébmetros de diametro, com
citoplasma complexo e limites externos irregulares ou disformes, com presenca
de mucopolissacarideos, glicoproteinas e fosfolipideos e que apresentam um
periodo de vida no sangue de sete a dez dias (Harker & Finch,1969).

No mecanismo trombodinamico da coagulacdo as plaquetas
participam ativamente, emitindo pseudépodos que proporcionam a adesividade
interplaquetaria e conseqliente formacdo do trombo plaquetario. Com a
formacao do coagulo propriamente dito, desenvolve-se uma rede de fibrina que
proporciona um receptaculo favoravel para a migragéao celular no processo de
reparacao tecidual (Ruggeri, 1997). As plaquetas, entretanto, também atuam
por meio da liberacdo de mediadores quimicos que participam do processo
inflamatdrio e da reparagao tecidual. O estudo de Gray e Elves, 1982 propiciou
um avango muito grande no que diz respeito a aplicagdo de fatores de
crescimento derivados de plaquetas (PDGF), quando apresentaram em seus
resultados que o PDGF contribuia para a angiogénese necesséaria ao sucesso
dos enxertos 6sseos. Hoje em dia, sabe-se que os fatores de crescimento no
processo de reparacdo tecidual exercem papel fundamental e efetivo na
proliferagdo celular, angiogénese, diferenciacdo e sintese de matriz
extracelular, bem como na quimiotaxia (AAP, 1996).
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O uso do plasma rico em plaquetas tem sido demonstrado em
estudos com animais e humanos com resultados favoraveis (Marx et al., 1998).

O sucesso da terapéutica com PRP parece depender da quantidade
de fatores de fatores de crescimento (PDGF e TGF-B) liberados dentro da
ferida e a concentracdo de fatores de crescimento parecem estar relacionada
com a quantidade de plaquetas e leucécitos obtidas no PRP (Weibrich et al.,
2002).

Aghaloo et al. (2004) em estudo experimental em cranio de coelhos,
avaliaram o comportamento da neoformacdo Ossea, com uso de 0SSO
autdégeno, osso heterégeno (Bio-Oss), osso heterégeno com PRP e controle
(mantido com coagulo sangiineo). Foram utilizados quatro grupos com cinco
animais em cada um, com quatro defeitos ésseos de 8,0 mm de diametro
criados no cranio de cada animal. Os periodos de sacrificio foram de 1, 2 e 4
meses. Obtiveram os seguintes resultados em avaliacao radiografica: Bio-Oss,
0sso autdgeno, e Bio-Oss + PRP mostraram um aumento significativo em
densidade O6ssea em todos os periodos poOs-operatorios. Pela avaliacdo
histomorfométrica, o grupo tratado com osso autégeno e o grupo tratado com
Bio-Oss+PRP mostraram um aumento significativo na neoformagdo Ossea
quando comparados aos grupos de tratamento com Bio-Oss e controle. Os
autores concluiram que o uso de Bio-Oss associado ao PRP pode promover
bons resultados.

Simion & Fontana (2004) em estudo experimental com 50 ratos
Wistar, avaliaram a acao do PRP ao redor de implantes laminares em tibias
direitas, sendo as do lado esquerdo utilizadas como controle. Na andlise
histométrica foram encontrados resultados favoraveis para o grupo teste (30 *
7 cm2) em comparagcdo ao grupo controle (16 £ 3 cm2), para a neoformacao

Ossea.

Weibrich et al. (2004) em estudo experimental com vinte coelhos
(New Zeland), analisaram o efeito do PRP em reparacao de tecido 6sseo ao
redor de implantes. Para obtencdo do PRP foi utilizado o sistema de colecao

concentrada de plaquetas (PCCS - 3i, Miami, EUA). Foi instalado um implante
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(Branemark MK Il Ti Unite) por fémur de coelho, sendo um lado testado com
PRP e o outro sem PRP. No primeiro, sétimo, décimo quarto e vigésimo
primeiro dias foram administrados trés tipos de marcadores celulares para
realizacao da analise histomorfolégica. Comparando-se a reparacao 6ssea nos
implantes ap6s 28 dias, a unica diferenca significativa foi vista com
concentracbes de plaquetas de valores intermediarios entre 9.503.000/
1.729.000 plaquetas/uL PRP. Nao houve nenhuma diferenga no percentual de
células da area de contato osso/implante entre o teste e o controle nos trés
grupos. Dessa forma, os autores concluiram que a concentracao de plaquetas
requerida para que o PRP atue sobre a reparacdo déssea apresenta limites
estreitos. Efeitos biolégicos vantajosos parecem ocorrer quando o PRP é
padronizado para uma concentracdo de plaquetas de aproximadamente
1.000.000/pL. Em concentracdes inferiores, o efeito € menos eficaz, enquanto
concentrages mais altas poderiam ter um efeito inibitério. O PRP n&o produziu
um efeito benéfico do ponto de vista da aceleracdo da osseointegracao dos

implantes instalados.

25



3. PROPOSICAO:

O objetivo deste estudo foi avaliar histomorfometricamente o reparo
0sse0 em cavidades produzidas cirurgicamente na tibia de coelhos
previamente irradiadas, e preenchidas ou ndo com PRP associado a enxerto

0sseo autdgeno.

26



4. MATERIAL E METODO

4.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 12 coelhos albinos, fémeas, da raca
Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), com peso meédio de 3,5 Kg e
aproximadamente 5 meses de idade. Os animais foram mantidos no Hospital
Veterinadrio da Universidade Federal de Uberlandia — UFU, em gaiolas
individuais para cunicultura e tratados com racao e agua ad libitum. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA), com aprovacao do Comité de
Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA-UFU) (Anexo-I).

Os animais foram separados em dois grupos com 6 animais cada
um: Irradiado e controle. O grupo irradiado recebeu dose uUnica de 15Gy
(Kudo, 2001) na regido da tibia, bilateralmente. Para irradiagdo a distancia
foco/pele foi de 80 cm com o rendimento do aparelho a 110,73 cGy/min, sendo
todo o processo realizado em sala baritada do Hospital do Cancer (HC — UFU),
com toda a estrutura para evitar a contaminacao das pessoas envolvidas. O
método utilizado foi a teleterapia com bomba de cobalto-60 (AECL MEDICAL,
Modelo Phoenix, Kanata, Ontario, Canada) (Quadro-1).

Apo6s 45 dias, cada grupo foi submetido a cirurgia para confeccao de
uma cavidade cirdrgica em cada tibia, preenchidas, na tibia direita, com PRP
associado ao osso autégeno particulado. Na tibia esquerda, a cavidade foi

preenchida com o 0sso autdégeno particulado.

Quadro 1. Esquema da divisdo dos grupos e subgrupos.

Enxerto com PRP (perna | Enxerto sem PRP (perna
direita) esquerda)

Irradiado (n=6) | Grupo | Grupo | a

*Controle (n=6) | Grupo Grupo Il a

*Controle (coelhos nao irradiados)
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4.2. Técnica cirurgica

Todos os doze animais foram submetidos a tricotomia 24 horas
antes da cirurgia nas 2 pernas dorsalmente e medialmente. Antibi6tico-
profilaxia foi feita com 1 ml de enrofloxacina a 2,5% 30 minutos antes do inicio
da cirurgia.

Cada animal foi sedado por via intramuscular com 3 a 4 ml de uma
solugéo contendo 1,2 ml de xilazina a 2%, 1,2ml de Acepran 0,2% (Laboratério
Univet, Uerlandia Brasil), 0,2 ml de Cloridrato de quetamina a 5% e 0,2ml de
midazolam 7,5 mg . Metade da dose foi repetida em alguns animais quando
necessario.

Ap6s a sedagdo, 0os animais passaram por antissepsia local com
P.V.P.l. (Polivinil pirrolidona) com iodo a 10% e as areas a serem operadas
(pernas) isoladas com campos estéreis. Apos infiltragdo local com lidocaina a
2% com adrenalina 1: 200.000, a pele e tecidos subcutaneos foram incisados

nas pernas em uma extensao de aproximadamente 2 cm, na regido dorso-

medial superior da tibia (Figura 1).

Figura 1. Incisdo na linha média.

O peridsteo que recobre a tibia foi incisado, descolado e rebatido
lateralmente (Figura 2), tendo como referéncia o tubérculo tibial, para
possibilitar a confeccdo de uma cavidade cirdrgica em cada tibia, com trefina
de diametro externo de 5mm (Figura 3), com uma profundidade de

aproximadamente 4 mm.
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Figura 2. Exposi¢do do osso da tibia.

Figura 3. Remocao do fragmento com broca trefina de 5 mm.

O padrao para todos coelhos de ambos os grupos foi a cavidade da
tibia direita sempre preenchida com coagulo de PRP associado ao enxerto
0sseo autégeno (Figura 4) e a da tibia esquerda sempre preenchidas com
coagulo de sangue total com enxerto de osso autégeno (Figura 5).
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Figura 4. Colocacao do enxerto com PRP.

Figura 5. Colocacao do enxerto sem PRP.

Os enxertos 0sseos foram obtidos pela particulagdo das corticais
Osseas removidas durante a perfuragdo, por meio de um particulador 6sseo
manual de ago inox de ponta temperada (Dentoflex) sendo 2 fragmentos
corticais de igual didmetro e espessura aproximada para cada cavidade a ser
preenchida.

Foi realizado sutura por planos com fio de Nylon 5-0 (Figura 6).
Sendo o ultimo plano (pele) fechado com sutura continua simples.
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Figura 6. Sutura do plano muscular.

Apoés a cirurgia mantivemos antibioticoterapia com enrofloxacina a
2,5% por 7 dias.

4.3. Obtencao do plasma rico em plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido através do protocolo
de obtencdo do PRP da UFSC segundo Gasperini (2003). Através de um
escalpe a vacuo foi feita a puncao na artéria auricular média, obtendo 10 mL de
sangue em um tubo vacuotainer com anticoagulante (citrato de sédio). Os
tubos foram submetidos a uma centrifugacdo de 10 minutos a 236G em
centrifuga (Excelsa - modelo 206-BL-Fanem). Ocorreu uma divisdo dos
elementos constituintes do sangue em duas partes, uma superior de cor
amarelada (plasma) e outra inferior de cor vermelha (eritrdcitos). Todo o
plasma e 2 mm da por¢do mais superficial da zona vermelha foram pipetados e
acondicionados em tubos de ensaio estéreis. Estes tubos foram submetidos a
uma segunda centrifugacado de 10 minutos a 236G. Em seguida, removeu-se
80% da parte superior do plasma correspondente ao plasma pobre em
plaguetas, que foi dispensado e os 20% restante, corresponde ao PRP, foram
adicionados ao osso autdgeno particulado.

Para a obtencao do gel de PRP foi adicionado ao mesmo solugéo de

cloreto de calcio a 10%.
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4.4. Sacrificio

Todos os animais foram eutanasiados ap6s 30 dias da cirurgia
utilizando-se injecdo intravenosa de aproximadamente 5ml de thiopental
seguido por infusdo também intravenosa de 10 ml de solugcédo de cloreto de
potassio a 19,1%, tendo suas tibias removidas e seccionadas a 1cm de cada
cavidade Oéssea, sendo estes fragmentos submetidos ao preparo para
avaliagao histologica.

4.5. Histomorfometria

Os fragmentos Osseos contendo os defeitos cirdrgicos foram
embebidos para fixacdo em formol a 10% durante 48 horas e depois
submetidos a descalcificacdo em EDTA durante aproximadamente 100 dias,
apdés os quais foram cortados e incluidos em parafina pela técnica
convencional. As pecas foram orientadas durante a inclusao de forma que o
centro da lesao ficasse voltada para a face de corte do bloco (Figura 7).

T
-

Figura 7. Desenho ilustrando a orientacdo da peca (Tibia) durante a inclusédo
em parafina
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Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (360 x 360 -
69k) e obteve-se cortes com espessura de 5 um, sendo estes corados em
Tricromico de Mallory e Hematoxilina e Eosina.

De cada bloco obteve-se 09 cortes semi-seriados, dos quais, 3
foram analisados. Foram obtidas imagens histologicas da area da les&o, que
foram capturadas com lente objetiva com aumento original de 4X utilizando
microscépio binocular Olympus BX 40 acoplado a camera Olympus OLY 200
ligada a computador PC através da placa digitalizadora Data Translation 3153,
utilizando-se do programa HL Image 97++ (Figura 8). De cada corte histolégico
foram capturados 2 campos (Figura 9), tendo-se como referéncia as bordas da
lesdo. Estas imagens foram editadas no programa Jasc Paint Shop Pro 8
(Figura 10), onde subtraia-se as partes que n&o correspondiam ao tecido

0sseo, tais como tecido mole e tecido cartilaginoso, e posteriormente passava-

se esta imagem para escala de cinza (Figura 11).

e st W e . ML

Figura 8. Imagem histoldgica digitalizada. Tricbmico de Mallory 4X.
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Figura 9. Imagem esquematizando a captura das imagens no microscopio nas
duas margens.

File Edit View Jmage FEffects Adjust Layers Objects Selections Window Help i
DE@S B & 0| % B Enhncephotor | @ @ Il | N (4 F| R L|W 0| AuoTuber HrZE&Ee0/0onxn

X preses: - Seecon type: Mode: Foxber _ fanges _ Smoothng: [ avealas
0 &

L || ClOaEIONES

m\¢>»mwupm\\@*n

(cB1 y:145) -- Image: 640 x480 x 16 mil

Figura 10. Utilizacdo do programa Jasc Paint Shop Pro 8 para segmentacgao e

transformacédo em escala de cinza.

Figura 11. Imagem segmentada e em escala de cinza.
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Estas imagens foram transformadas em imagens bindrias utilizando
ambiente de programagdo SCILAB, nas quais as regides de matriz 6ssea
mostravam-se negras e as outras regides mostravam-se brancas. As regides
brancas foram denominadas Regides de Interesse (ROI) e foram analisadas
por meio de algoritmos desenvolvidos em ambiente de programagéo SCILAB,
conforme preconizado por Oliveira et al. (2006), obtendo-se a porcentagem de

matriz éssea por area.

4.6. Analise Estatistica

A analise da distribuicdo dos dados foi feita por meio do software
BioEstat® 5.0 utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov e a analise estatistica foi

realizada utilizando o Teste t de Student pareado e ndo pareado (Anexo Il).

Tabela 1. Valores em porcentagem da area de matriz 6ssea por animal, média
(u) e desvio padrao (SD).

Nao Irradiado Nao Irradiado Irradiado com Irradiado sem
com PRP sem PRP PRP PRP
40,195 42,117 24,091 29,899
56,347 48,801 51,971 55,741
42,365 45,293 32,903 26,904
Dados 38,989 39,559 43,651 52,3
45,268 35,672 40,563 33,684
37,411 46,908 39,689 34,721
Média () 43,4° 43,1° 38,8° 38,9°
Desvio- 6,9 49 9,5 12,1
padrao (SD)
Menor valor 37,411 35,672 24,091 26,904
Maior valor 56,347 48,801 51,971 55,741

Nao foram observadas diferencas estatisticas nas comparacées: a x b
(p=0,9921); c xd (p=0,9167); a x ¢ (p= 0,3582) e b x d (p= 0,4509).
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5. RESULTADOS

A andlise histolégica dos grupos irradiados e nao irradiados mostrou a
regiao da lesdo preenchida por tecido ésseo neoformado (Figura 12 e 13), com
presenca de poucas particulas de enxerto associadas. O tecido 0Osseo
apresentou arranjo trabecular, delimitando pequenas cavidades com tecido
medular em organizagao, bastante vascularizado. As trabéculas ésseas eram
constituidas de tecido 0Osseo primario, mostrando algumas regides de
neoformacao por ossificagdo endocondral (Figura 14). Notou-se também a
presenca de osteoclastos reabsorvendo fragmentos de osso enxertado (Figura
15). A analise estatistica ndo mostrou diferencga significativa na area de matriz
entre os subgrupos controle e teste, tanto no grupo irradiado quanto no grupo
ndo irradiado. Também ndo foi observada diferenca entre os subgrupos

equivalentes dos grupos irradiado e n&o irradiado (Tabela 1) (Anexo Il).
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Figura 12. Fotomicrografia evidenciando regido de neoformagao 6ssea (NO).

Hematoxilina — Eosina (10X).
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Figura 14. Fotomicrografia evidenciando regido de neoformagdo Ossea por

ossificacao endocondral (OE), condrdcitos (setas). Hematoxilina— Eosina (40X).
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Figura 15. Fotomicrografia evidenciando osteoclasto (seta) reabsorvendo
particula do enxerto. Hematoxilina — Eosina (HE 40X).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, o coelho foi escolhido como modelo experimental
devido as semelhangas fisiolégicas e metabdlicas entre o tecido 6sseo desse
animal e o de humanos (Frame, 1980).

Durante a preparacao histologica, o tecido 6sseo sofre alteracoes
relacionadas a técnica de processamento. A fixagdo do material em formol
causa um espaco perilacunar, resultante da contracdo do ostedcito. Segundo
Marotti et al. (1998), a fixagdo do tecido 6sseo nao interfere substancialmente
na preservacao dos ostedcitos. O processo de desmineralizagdo também
causa retracao das células ésseas. Este fendmeno pode ser minimizado pelo
uso de descalcificadores menos agressivos. Nesse estudo foi utilizado EDTA,
um quelante de ions calcio que promove descalcificacdo lenta. A despeito de
todos os possiveis artefatos técnicos € importante considerar que o grupo
controle foi submetido as mesmas condicdes que 0s grupos experimentais,
sendo este estudo comparativo.

Os estudos sobre o PRP abrangem varias areas e desde os anos 90
até a atualidade, com estudos em ressec¢gOes mandibulares realizados por
Marx (1998), utilizados em alvéolos pos extracdo por Anitua (1999), em
cirurgias plasticas realizadas por Man et al. (2001), em levantamentos de seios
maxilares para reabilitagdo com implantes por Froum et al. (2002), na distracao
osteogénica de mandibulas atréficas para colocacdo de implantes realizados
por Robiony et al. (2002), na instalagao de implantes imediatos associados a
PRP realizados por Zechner et al. 2003. Todos estes estudos mostraram bons
resultados no reparo ésseo com a associacao de PRP.

O PRP nao é carcinogénico nem mutagénico, pois atua nas
membranas celulares e ndo no nucleo celular e promove expressao génica
normal. O uso do PRP é considerado relativamente uma nova biotecnologia na
odontologia e pode atuar na engenharia tecidual e celular. O mecanismo de
acao do PRP segue os seguintes passos: 1 — liberagdo do PDGF que promove
a angiogénese e a diferenciagdo celular das células mesénquimais

indiferenciadas nos espag¢os medulares, 2 — liberacdo de TGF-B responsavel
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pela maturagdo celular com estimulacdo de osteoblastos e producdo de
colageno, 3 — VEGF e EGF promovem o término da maturagéao e consolidacao
da cicatrizacdo com ativacdo de macrofagos. A liberagcdo dos fatores de
crescimento pode chegar até dez dias apdés a degranulacdo das plaquetas
(MARX et al. 1998).

No entanto, os resultados de inimeras pesquisas experimentais em
animais (Zechner et al., 2003; Weibrich et al., 2004; Wiltfang et al., 2004)
apresentam resultados controversos em relagdo as atividades do PRP descrita
anteriormente.

Autores como Lynch et al. (1999), Whitman et al. (1997), Marx et al.
(1998), Anitua (1999), Rodriguez et al. (2003), Oyama et al. (2004) em estudos
clinicos, obtiveram qualidade e quantidade de reparagdo 6ssea melhores com
o uso do PRP. Dessa forma, esses autores sustentam resultados favoraveis a
aplicacao do PRP.

Como os resultados com o PRP ainda ndo sdo consensuais na
literatura, também encontramos autores que afirmam que o uso de PRP néo
promove melhores resultados (Aghaloo et al, 2002%; Zechner et al., 2003;
Wiltfang et al., 2004; Jensen et al., 2004; Weibrich et al., 2004).

Weibrich et al. (2004), salientaramm um importante aspecto, que diz
respeito a concentracao ideal de plaquetas, pois tanto a hipo, como a
hiperconcentracao plaquetaria pioram os resultados obtidos em relacdo a
reparagao éssea.

A contagem de plaquetas pode variar entre diferentes individuos,
proporcionando diferentes resultados frente a utilizacdo de uma mesma
quantidade de sangue. No presente estudo, o pré-requisito para a utilizagdo do
sangue coletado na preparagcdo do PRP seguiu a orientagdo de Marx et al.
(1998), pela qual a concentracao plaquetaria deveria ser de aproximadamente
1.000.000 pL/5,0 ml. E importante salientar, entretanto, que a concentragdo
necessaria pode ser espécie — especifica com a contagem plaquetéria ideal e a
concentracdo de mediadores quimicos resultantes ideais variando para cada
espécie animal. Essa pode ser uma variavel muito importante, que favorece

resultados dispares quando o PRP é utilizado.
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A radiacdo causa prejuizos aos osteoblastos, com absorcao
secundaria da matriz déssea. Radiograficamente, o0 o0sso se apresenta
osteopénico cerca de um ano ap6s a irradiacdo. A radioterapia € uma
importante modalidade de tratamento de uma grande variedade de
neoplasmas. Complicagbes esqueléticas da radiacdo incluem alteracbes de
crescimento ésseo, osteite por radiacdo com fratura secundaria e sarcomas
induzidos por radiacdo. Em ossos longos como a tibia, por exemplo, ocorre
osteopenia assintomatica seguida de radiacdo apdés um ano de terapia. A
reacdo periosteal ndao esta presente, uma caracteristica que difere as
mudancgas relativas a radiagdo da recorréncia do tumor. Mesmo assim a
radioterapia ainda permanece como melhor opg¢ao no tratamento de pacientes
oncolégicos (Bluemk et al., 1994).

Aghaloo et al, (2006) estudaram imunohistoquimicamente o0sso
cortical e medular de tibia irradiada e enxerto 6sseo autdgeno associado a PRP
em calota de coelhos (Aghaloo et al., 2002a; Aghaloo et al.,2002b). Dez
coelhos adultos Nova Zelandia foram expostos a 65 cGy de irradiacao de
cobalto 60 divididas em oito fragcbes e os animais sacrificados apds quatro
meses. Foram feitos defeitos bilaterais com trefinas de oito milimetros de
didmetro na calota craniana dos coelhos e neles adicionados enxerto 0sseo
autdbgeno ou enxerto 0Osseo autdgeno associado a PRP. Observaram a
diminuigdo da expressao de fatores de crescimento vascular PDGF, bFGF e
TGF-B no osso tibial de coelho irradiado quando comparada com 0 grupo
controle (n&o irradiado), e verificaram o aumento destes mesmos fatores de
crescimento quando o PRP era adicionado ao enxerto 6sseo autégeno.

A radioterapia é a modalidade de tratamento mais comum para
tumores malignos de cabeca e pesco¢o. Comumente o uso do protocolo de
irradiagdo em humanos nos Estados Unidos e ao redor do mundo, preconiza
doses de 65 a 70 cGy e 52 a 70 cGy respectivamente (Grotz et al., 2000 ). A
radiagdo nesta dosagem tem alguns efeitos deletérios, sendo os mais
relevantes a hipocelularidade, hipovascularidade e hipdxia na cicatrizagdo do
tecido mole e do tecido 6sseo. Ha uma diminuicdo documentada na

ciactrizacao do osso apés a irradiacao (Wurzler et al., 1998).
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As mudangas nos tecidos irradiados, especificamente no 0sso,
podem ser devidas, em parte, a diminuicdo dos fatores de crescimento que
estao envolvidos na cicatrizagédo da ferida (Aghaloo et al, 2006).

Estudo do efeito da radiacdo (doses variando entre 60 a 70 Gy) em
distragdo osteogénica para reconstrucdo de defeitos mandibular segmentar,
realizado em seis pacientes com idades entre 47 a 80 anos, sendo trés com
excisdo de tumor mandibular e trés com excisdo de osteorradionecrose,
observou-se a perda do distrator em apenas um paciente com os outros cinco
apresentando 6tima ou boa qualidade 6ssea (Gonzales-Garcia et al., 2005).

O insucesso de uma ferida cicatrizar € normalmente devido a uma
hipdéxia e infecgdo. Atualmente discute-se o tratamento com oxigénio
hiperbarico (OHB) em pacientes selecionados para facilitar a cicatrizagao,
aumentando a saturacao parcial de oxigénio tecidual, proporcionando ao tecido
6sseo comprometido pela radiacdo ou pela perda de perfusdo vascular, um
ambiente mais favoravel para reparagao (Zamboni et al., 2003).

Kudo et al. (2001) realizaram um estudo histomorfométrico da
reacao tecidual ao redor de implantes de hidroxiapatita (HA) irradiados apos a
colocagao. Neste estudo cilindros com didametro de 2 mm de hidroxiapatita de
alta densidade foram colocados em mandibulas de 48 coelhos brancos
japoneses. As mandibulas foram irradiadas com doses simples de 15 Gy, 5, 14
ou 28 dias ap6s a implantacao. Os coelhos foram sacrificados com 7, 14, 28 ou
90 dias apds a irradiagao. Coelhos com implantes nao irradiados foram usados
como controle no estudo. Observaram que nos coelhos com cinco dias de
irradiagao apos a implantagcéo, o contato HA-osso ocorreu tardiamente do que
nos de controle. A razdo entre a superficie de contato osso-implante nos
irradiados era menor do que nos coelhos nao irradiados de controle, em cada
um dos tempos de sacrificio por causa da necrose do osso neoformado que
ocorria nos implantes irradiados. O contato HA-osso nos coelhos irradiados
com 14 e 28 dias apds a implantacdo era similar ao do grupo controle. A
remodelacao éssea estava reprimida nos coelhos de cada grupo sacrificados
90 dias apéds a irradiacdo. Assim concluiram que a radioterapia com doses

simples menores (15 Gy) apds a instalacdo dos implantes é suficiente para
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inibir o contato direto entre o implante de HA e a superficie 6ssea. O contato
0sseo ocorrido antes da irradiagdo estava minimamente afetado. Apesar dos
intervalos entre a implantagdo e a irradiacdo, a irradiacao realizada apés a
instalagdo dos implantes inevitavelmente prejudicou a remodelagao éssea.

A irradiagdo no tecido O6sseo prejudica a perfusdo vascular
(hipovascularidade e hipoxia) assim como reduz a capacidade reparadora
(hipoceluraridade) do osso pela deplecédo de fatores de crescimento do tecido
0sseo, podendo estimular o aparecimento de patologias e fraturas dsseas
(Williams & Davies, 2006).

Marx & Johnson (1987), observaram como sinais clinicos em
pacientes irradiados, endurecimento do tecido, teleangectasia em mucosa
irradiada, perda do crescimento do cabelo da face, atrofia cutanea,
descamacgdo cutdnea e queratinizacdo, piora na xerostomia e na perda do
paladar.

O tecido 6sseo é altamente especializado com a agdo de inumeros
fatores que direcionam a sua fung¢édo. O conhecimento da osteoclastogénese e
0 mecanismo de acao dos osteoclastos tém revelado numerosas estratégias
para inibicao da reabsorcado éssea. A inibicao de RANK-L pode ser um caminho
promissor no tratamento da osteoporose, perdas dentarias e artrites
reumatoides. O uso de bifosfonatos constitui uma alternativa bastante eficaz no
tratamento de pacientes oncolégicos; porém, mais estudos devem ser
realizados para sua indicagdo segura na odontologia.

Desde as décadas de 80 e 90 intensificaram-se os estudos
relacionados aos fatores de crescimento (Lynch et al., 1987,1989, 1991; Becker
et al,1991; Wang et al.,1994) e ao uso ao PRP associado aos enxertos 6sseos
com a intencdo de obter melhor qualidade éssea (Marx et al., 1998, 2001;
Anitua, 1999) que proporcione melhores caracteristicas no que se refere a
aceleracdo da reparagédo e qualidade de tecidos de protecédo e sustentacéo,
com resultados aparentemente significativos do ponto de vista clinico.

Os beneficios dos fatores de crescimento presentes no PRP
observados na literatura pareciam trazer uma grande evolugdo na melhora da

cicatrizagdo de enxertos dsseos e de tecidos moles.
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Contraditoriamente, estudos in vivo em animais mostraram que a
associacao de PRP a enxertos 6sseos autégenos, retarda a neoformacao
Ossea. A consisténcia desses estudos pode estar nas diferentes concentracoes
utilizadas de PRP. Segundo Weibrich et al (2004) em concentragdes inferiores,
o efeito € menos eficaz, enquanto concentragbes mais altas poderiam ter um
efeito inibitério. Mas de modo geral, a contribuicdo do PRP no reparo 6sseo,
osseointegracao, entre outros processos bioldgicos, ainda é controverso.

No presente estudo, o PRP associado a enxerto autégeno nao
favoreceu significativamente o reparo em osso irradiado. Apesar de estudos em
0sso irradiado terem observado pouco prejuizo a estrutura 6ssea apos lesdes
de estudo. Trabalhos como os de Gonzéles-Garcia et al. (2007), Shao et al.
(2006), Taylor et al. (1993) apresentam resultados favoraveis ao reparo ésseo
de lesbes causadas em o0sso irradiado, dando perspectiva em tratamentos de
reabilitacdo e reconstrucdo de pacientes mutilados por grandes ressecg¢des
tumorais concomitantes a radioterapias.

Em nosso estudo adotamos o protocolo realizado por Kudo et al.
(2001) que é um estudo prévio com uma dose simples de 15 Gy, contudo
podemos observar em situacdes clinicas o uso de doses maiores que 50 Gy.
N&o observamos na literatura, um protocolo padrao de irradiacao.

Baseado na informacdo de que a taxa de reparo 6sseo em coelho
seria trés vezes mais rapido que em humanos (Roberts, 1988), 45 dias de
espera para o sacrificio corresponde a 135 dias em humanos e 225 dias apés a
radiacdo. Este periodo de reparo pés cirurgico, segundo Manso & Lang (1997),
encontra-se posterior a proliferacdo e diferenciacdo das células enxertadas
com deposicao de tecido ostedide e produgédo de trabeculado composto, ou
seja, ha o predominio da diferenciacdo das células mesénquimais do leito
receptor em osteoblastos (Osteoinducdo). Os osteoclastos derivados dos
mondcitos circulantes comegam a aparecer no 0sso enxertado, promovendo
reabsorcdo, que, juntamente com aposi¢des, formam, de acordo com o0s

autores, o fendmeno conhecido como “substituicdo aposicional”.

44



Encontramos ainda trabalhos mais antigos realizados por Jacobsson
et al. (1985), Jacobsson & Albrektsson (1986), Block et al. (1987) e o de Matsui
et al. (1994) combinando coelhos e doses simples de 15 cGy.

Eppley et al. (1991) observaram a inducdo de angiogénese e
cicatrizacdo dssea de sitios ressecados de mandibula irradiada de coelhos,
quando o material enxertado foi pré-tratado com bFGF. No grupo controle
houve necrose, sequestracdo Ossea e falha no tratamento. Estudos com
implantes dentarios mostraram que nao houve diferenca nas taxas de falhas
dos implantes na radioterapia antes ou depois da instalagdo dos implantes
(Colella G et al., 2007). No entanto, para se alcangar altas taxas de sucesso,
sdo essenciais um planejamento cuidadoso de radioterapia e a selegcdo de
areas de implantacdo com adequado fornecimento de sangue (Asikainen P et
al., 1998).

Freymiller & Aghaloo (2004) apresentaram um artigo de revisdo de
literatura em que sustentam a necessidade de maiores evidéncias cientificas
na utilizacdo do PRP. Atentam para a possibilidade da acdo do PRP em
humanos ser diferente do que aquela em animais, no tocante a concentracao
de plaquetas. Destacam ainda que a técnica empregada para obtencao do
PRP pode promover o sucesso ou insucesso do método, pois a liberacdo dos
fatores de crescimento poderia ocorrer prematuramente, dificultando a acao no
sitio desejado. Referiram que o PRP age como um adesivo, favorecendo a
adesd@o do enxerto ao sitio cirurgico. Recomendam pesquisas experimentais
em modelo animal seguras e bem planejadas, visando obter evidéncias
cientificas significativas para posterior indicagdo para o uso em humanos.

Eisenschenk et al (2006) propuseram um modelo de estudo para
observar o impacto da radioterapia na cicatrizacdo e nas propriedades
biomecanicas de enxertos 0sseos vascularizados em cdes. Os dados mostram
uma significativa diminuicao na cicatrizagdo éssea e na estabilidade mecanica,
apoés radioterapia tanto no pré quanto no pos-operatorio, observados nos leitos
das feridas e nos enxertos ésseos.

Neste estudo podemos salientar, que uma amostra maior de

animais, diferentes dosagens de radiacdo, a escolha da espécie estudada,
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diferentes protocolos na obtencao do PRP, podem trazer resultados diferentes,
0 que necessitaria de mais trabalhos cientificos para avaliar o reparo de 0sso
irradiado em enxertos 6sseos autégenos associados a PRP. Uma dose simples
de 15 Gy em coelhos é matematicamente e biologicamente equivalente a dose
tipica em humanos (Frame JW, 1980). Nessas condicbes nao pudemos
identificar uma diferenca significativa do reparo do osso irradiado (Tabela 1),
entre o grupo irradiado tratado com enxerto ésseo autégeno associado a PRP
em relacdo ao grupo controle.

Contudo o esquema de irradiagdo pode nao ser suficiente para
refletir em coelhos uma patologia comum de radioterapia em humanos, isso

porque a resposta do tecido do hospedeiro € especifica para cada espécie.
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7. CONCLUSAO

De acordo com as condigdes experimentais utilizadas no presente
estudo, ndo foi observada contribuicdo significativa na utilizacdo de PRP
associado a enxerto autdégeno no reparo de 0sso irradiado ou n&o irradiado.
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Anexo |

u Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao
Comité de Etica na Utilizacao de Animais (CEUA)
Campus Santa Monica, Bloco 1]

www.comissoes.propp.ufu.br
Telefone: 3239.4531

PARECER

O projeto com o titulo “AVALIACAO DO REPARO OSSEO COM O USO DO
PRP ASSOCIADO A ENXERTO OSSEO AUTOGENO E AVALIACAO DAS
ALTERACOES HISTOMORFOMETRICAS NO OSSO EM COELHOS
IRRADIADOS E NAO IRRADIADOS”, coordenado pela Profa. Dra. Paula
Dechichi, com colabora¢do e execucdo de Gustavo Davi Rabelo e Guilherme
Romano Scartezini, foi submetido ao Comité de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA) em formuldrio préprio para Protocolo de Utiliza¢do de Animais e, avaliado

segundo as normas éticas orientadoras do Comité, recebeu parecer de

“APROVADO”.

Uberlandia, 25/04/2008

Prof. Dr. Alcino Eduardo Bonella,
Coordenador Pro-tempore da

Comissdo de Etica para Utilizacio de Animais (CEUA) — UFU
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Anexo Il

COELHOS NAO IRRADIADOS

1042 1047 1053 1054 1062 SN
D E D E D E D E D E D E
(PRP) | (SEM (PRP) (SEM | (PRP) (SEM (PRP) | (SEM | (PRP) | (SEM | (PRP) | (SEM
PRP) PRP) PRP) PRP) PRP) PRP)
39.050 | 48.535 | 68.580 | 43.810 | 29.878 | 30.267 | 50.466 | 21.398 | 53.664 | 42.018 | 51.768 | 55.841
29941 | 54956 | 53.275 | 49.585 | 43.879 | 48.633 | 34.870 | 43.838 | 35.961 | 36.066 | 29.018 | 43.410
39.394 | 41.111 67.680 | 45.057 | 51.147 | 42.161 | 29.009 | 21.819 | 49.068 | 40.895 | 31.420 | 42.040
47.020 | 33.138 | 32.160 | 50.550 | 43.040 | 55.035 | 52.378 | 44.220 | 37.066 | 10.581 | 36.476 | 54.181
36.395 | 41.072 | 64.671 44603 | 46.521 56.686 | 29.756 | 61.858 | 56.188 | 41.949 | 46.521 | 51.116
49372 | 33.888 | 51.708 | 58.301 | 39.723 | 38.974 | 37.457 | 44.220 | 39.659 | 42.523 | 29.261 | 34.858
30195 | 42.117 | 56.347 | 48.801 | 42.365 | 45.293 | 38.989 | 39.550 | 45.268 | 35.672 | 37.411 | 46.908
COELHOS IRRADIADOS
1015 1020 1028 1043 1046 1097
D E D E D E D E D E D E
(PRP) | (SEM (PRP) (SEM | (PRP) (SEM (PRP) | (SEM | (PRP) | (SEM | (PRP) | (SEM
PRP) PRP) PRP) PRP) PRP) PRP)
33672 | 26.733 | 51.150 | 37.198 | 16.488 | 23.681 | 47.634 | 47.262 | 29.663 | 19.721 | 37.081 | 26.687
16.969 | 34.724 | 58.906 | 39.515 | 18.103 | 16.617 | 48.094 | 47.506 | 52.185 | 30.413 | 45.262 | 41.112
41.816 | 30.227 | 49.340 | 56.638 | 28.536 | 30.146 | 41.527 | 62.510 | 29.639 | 36.394 | 34.639 | 35.332
6.083 | 28.821 64.488 | 53.906 | 52.801 25541 | 46.569 | 51.567 | 50.244 | 38.960 | 40.859 | 24.002
9.651 | 30.991 32530 | 75.763 | 52.060 | 25.687 | 36.803 | 57.731 | 32.366 | 29.168 | 36.824 | 35.781
36.355 | 27.899 | 55410 | 71.428 | 20.428 | 39.752 | 41.277 | 47.225 | 49.278 | 47.450 | 43.466 | 45.414
24.001 | 20.899 | 51.971 | 55.741 | 32.903 | 26.904 | 43.651 | 52.300 | 40.563 | 33.684 | 39.689 | 34.721

Quadro de distribuicdo dos animais teste e controle (perna direita e esquerda),

com suas respectivas quantidades de matriz éssea (12 imagens histolégicas

por animal).
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