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RESUMO

Na atualidade, a hidroxiapatita tem sido um dos materiais mais utilizados em
implantes ésseos, por apresentar uma composi¢ao biolégica semelhante aos 0ssos
humanos. Nos ultimos anos, o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) vem despertando
interesse na medicina regenerativa, devido ao grande potencial em acelerar a
cicatrizacdo e a regeneracdo dos tecidos. Neste trabalho temos como objetivo
avaliar a influéncia do PRP na capacidade de osteogénese da HAC, em fraturas
criticas induzidas na fibula de ratos. Foi sintetizada uma amostra da carboapatita
nanometrica (HAC), similar ao osso humano em composi¢cdo e cristalinidade, e
misturada com PRP, obtido de um rato doador, para ser implantada na fibula de
ratos. A amostra de HAC foi caracterizada por andlise térmica (TG), espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (1V), analise elementar (CHN) e difracdo de
raio X (DRX). Os resultados mostraram que a amostra de HAC obtida apresentou
uma fase Unica com aproximadamente 6% de carbonato, e tamanho médio dos
cristalitos de 61,80 A. Foram comparados os resultados dos implantes, com 20, 40,
60 e 80 dias ap0s cirurgia, onde as fraturas de tamanho critico foram peenchidas
com HAC ou HAC+PRP. Como ratos controle, foram utilizados implantes de tubo
vazio ou s6 a fratura de tamanho critico. Os resultados obtidos neste trabalho
mostram que o PRP néo influenciou significativamente na transformacdo de HAC em

tecido 6sseo.

Palavras chave: Carboapatita Nanométrica. Plasma Rico em Plaguetas. Enxertos.



ABSTRACT

In recent years, hydroxyapatite has been one of the most used materials for bone
implants, because of their biological characteristics similar to the human bone.
Currently, Platelet Rich Plasma (PRP) has aroused interest in regenerative medicine,
because of the potential to accelerate tissue regeneration. In this work, we propose
to evaluate the influence of PRP in osteogenesis capacity of HAC in critical induced
fractures in rats. The nanocarboapatite (HAC) sample was synthesized similar in
composition and crystallinity to human bone, and mixed with the PRP to be implanted
in the fibula from rats. The sample HAC was characterized by thermal analysis (TG),
vibrational spectroscopy in the infrared region (IR), elemental analysis (CHN) and X-
Ray Diffraction (XRD). The results showed that the sample HAC obtained exhibited a
single phase with about 6% carbonate, and a average crystallite size of 61.80 A The
results of the implants 20, 40, 60 and 80 days after surgery showed that there was
fractures in critical size bony growth for all samples. As control rats were used
implant empty tube or a simple fracture critical size. The results of this study show
that PRP did not significantly influence the transformation of HAC in bone tissue.

Keywords: Nanocarboapatite. Platelet rich plasma. Grafts.
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1 INTRODUCAO

Desenvolver um substituto ésseo que se assemelhe aos ossos humanos
tem sido uma ardua tarefa e hoje resulta em um dos maiores desafios na pesquisa
de biomateriais [1]. Pensando nisso, surgiram estudos a respeito da Hidroxiapatita
carbonatada (HAC), principal constituinte inorganico dos ossos e dos dentes e que
se apresenta como um biomaterial muito semelhante ao tecido 6sseo humano [2].
Quando comparada com HA, a HAC apresenta dentre outras vantagens, melhor
biocompatibilidade, maior osteoconducdo e melhor e proliferacdo celular [3]. As
carboapatitas nanométricas desempenham um papel importante na biomineralizacao
e sdo usadas como biomateriais ativos em aplicagdes ortopédicas [4].

Tentando-se melhorar a qualidade dos diversos enxertos e/ou
preenchimentos 6sseos, muitos materiais vém sendo estudados ao longo dos anos.
A hidroxiapatita (HA) tem sido estudada devido a sua semelhanca com 0s 0sSs0s
humanos (constituidos por 70% de apatita nanométrica) e por apresentar boa
biocompatibilidade e osteointegragéo [5], [6].

Estudando-se possiveis combinacdes para se melhorar os enxertos e/ou
implantes, chegou-se a Hidroxiapatita Carbonatada e ao Plasma Rico em Plaquetas
(PRP). O PRP, por apresentar grande capacidade regenerativa, tem sido alvo de
inUmeros estudos em diversas areas de cirurgia. Atualmente na area odontoldgica
se pesquisa seus beneficios na cirurgia reconstrutiva oral, maxilofacial e
principalmente na implantodontia, associados ao enxerto 0sseo. Deve-se ressaltar
que o uso do PRP nao esta restrito ao emprego em implantes 0sseos, muitos
estudos abordam sua aplicacdo na regeneracdo de tecidos moles, lesdes musculo-
esqueléticas e até mesmo no desenvolvimento da engenharia de tecidos [7].

O PRP vem sendo utilizado para induzir o aumento dos fatores de
crescimento e outras moléculas bioativas nos tecidos lesionados, na tentativa de
otimizar a cicatrizacdo local. Ha tempos ja vem sendo usado em odontologia e
cirurgia plastica onde a seguranca e eficacia deste produto tém sido bem
estabelecida [8].

Considerando que grande parte do tecido 6sseo é formado por apatita

nanometrica, e sabendo-se que o PRP estimula os fatores de crescimento nos
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tecidos, testou-se a vantagem de se utilizar uma mistura HAC+PRP em enxertos
0sseos com objetivo de estudar a influéncia do PRP na regeneracdo Ossea. Para
realizacdo dos testes provocou-se uma fratura de tamanho critico na pata esquerda

de ratos e foi colocado um enxerto com HAC ou HAC+PRP.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 APATITAS

A apatta é um mineral que apresenta a formula geral
[A(L)2][A(2)3(BO4)sX] ou A1o(BO4)sX2 0nde A pode ser substituido por Ca?*, Na*, Sr*,
Mg®*, Mn®*. O BO, pode ser substituido por PO,>, COs*, SO,%, CrO4* e VO,* e 0 X
geralmente por F, OH ou CI" [9]. Nos sitios A, B e X podem-se incorporar diferentes
ions, alterando as propriedades finais do composto [10]. Por esse motivo, tais
minerais tem sido muito utilizados na linha de desenvolvimento de novos materiais.

As apatitas naturais podem ser encontradas e exploradas em diversas
regibes do Brasil como Araxd, Salitre, Serra Negra e Tapira (Minas Gerais), Cataldao
(Goias), Jacupiranga (SP), Anitapolis (SC), Angico dos dias (BA) e Maicuru (PA) [9].

2.1.1 Hidroxiapatita (HA)

E conhecido que as hidroxiapatitas, Caio(PO4)s(OH)2, possuem diversas
aplicacbes na area da medicina pelo fato de sua composicdo se aproximar da
composicdo 6ssea representando de 30 a 70% de toda massa éssea [11]. Por esse
motivo uma das elevadas contribuicBes destes materiais estd em sua aplicacdo em
enxertos 0sseos, implantes dentarios e/ou como transportadores de drogas dentro
do organismo [6], [12], [13].

A hidroxiapatita, na forma estequiométrica [Caio(PO4)s(OH),], é formada
para razdo molar Ca/P = 1,67, resultando no fosfato de célcio mais estavel e menos
solavel da familia. Porém, composi¢fes apresentando boa estabilidade podem ter
esta razdo estendida até aproximadamente 1,5 [12].

A temperatura de sintese da hidroxiapatita influencia diretamente na
cristalinidade do material obtido, por exemplo, as sintetizadas em altas temperaturas

apresentam cristais maiores gque as sintetizadas a baixas temperaturas [14].
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Na tentativa de esclarecer o papel da hidroxiapatita no crescimento
0sseo, granulos ceramicos densos e porosos de HA foram implantados em cées. O
objetivo foi analisar se ela apresentava-se também como um suporte ao 0Sso em
crescimento ou se possuia apenas uma fungdo ativa. Demonstrou-se entdo que 0s
implantes de ceramica porosa influenciavam de maneira ativa a osteogénese [15].

Trés diferentes materiais (esponja de colageno, cristais de HA e uma
mistura de colageno com cristais de HA) foram comparados quanto a fatores que
induzem a uma melhor calcificacdo da matriz implantada e sua interacdo com
células do osso. Observou-se que a combinagdo entre colageno e HA produziram
uma matriz calcificada que muito se assemelha ao tecido 6sseo [16].

Estudos sobre HA com poros interligados por polarizacdo elétrica
demonstraram que a HA fracamente interligada proporcionou um maior
desenvolvimento 6sseo quando comparada a HA interligada fortemente. Isso se
deve a facilidade de penetracdo das células osteogénicas no interior de seus poros.
Também constatou-se que a polarizacdo das hidroxiapatitas em implantes se
comporta como um acelerador do crescimento 6sseo, devido ao aumento na

osteocondutividade [17].

2.1.2 Hidroxiapatita carbonatada (HAC)

A férmula quimica da hidroxiapatita contendo carbonato (HAC) é
formalmente representada por Caigp2[(PO4)s-x(CO3)x][(OH)2-2y(CO3),], mantendo-se
sua eletroneutralidade [18]. E conhecido que o fon CO3~ pode substituir dois sitios na
HA, sendo no sitio do ion OH" e/ou no sitio do PO4%, denominados de sitio A e B,
respectivamente. A substituicAo desses ions causa alteracdes notaveis em sua
estrutura fazendo com que a HAC se torne um biomaterial mais eficaz que a HA
apresentando menor cristalinidade, aumento da solubilidade e mudancas na
morfologia dos cristalitos [19].

Estudos comprovam que a HAC vem se mostrando como a melhor
alternativa para implantes 0sseos biorreabsorviveis [13]. Testes realizados

mostraram que a HAC apresenta maior biocompatibilidade e osteoconducdo quando
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comparada com a HA empregada como controle [1]. A HAC apresenta maior
reabsorgéo que a HA, o que Ihe confere uma melhor aplicagéo em enxertos [5].

Com hidroxiapatita carbonatada, foram produzidos materiais porosos por
meio de impregnacao de esponjas de celulose com o pé de HAC, chegando a uma
estrutura semelhante a morfologia do osso, a qual favoresce o0 crescimento
0sseo [1].

Stigter e colaboradores, relatam sobre implantes de Titanio recobertos por
HAC em conjunto com antibidticos, objetivando-se previnir infeccdes pos cirdrgicas e
facilitar a integracdo implante-osso. Foi observado que antibiéticos contendo grupos
carboxilicos se incorporaram melhor aos revestimentos de HAC, provocando uma
liberacdo mais lenta na regido cirdrgica e consequentemente maior eficiéncia no
tratamento, devido ao tempo prolongado de acdo do mesmo [20].

Em osteotomias corretivas do radio, a HAC substituiu com eficiéncia
enxertos Gsseos da crista iliaca (osso do quadril), eliminando o dano causado a area
doadora comprovando-se a eficacia deste material como biocimento quando

utilizados simultaneamente com materiais de fixacdo no apoio do osso [21].

2.2 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O plasma rico em plaquetas (PRP), é um dos componentes do sangue
que pode ser obtido do proprio paciente. As plaguetas podem ser separadas dos
componentes do sangue pelo principio da separacao celular. Atualmente utiliza-se o
método da centrifugacéo diferencial e os componetes nao utilizados na preparacao
do PRP podem ser devolvidos ao mesmo doador [22]. No processo de obtencéo do
PRP é realizada uma puncdo venosa no pacinte para retirar o sangue (Vide Anexo
A) [22].

O PRP é um recurso terapéutico que tem despertado interesse da
medicina regenerativa, devido ao grande potencial em acelerar a cicatrizacdo e a
regeneracao do tecido 6sseo. Os polipetideos, fatores de crescimento contidos no
PRP, atuam na comunicacao intercelular, controlando o destino da célula e tendo
como principal funcéo, auxiliar o ciclo celular [7]. Dentre os mais importantes na

reparacao dos tecidos, devemos destacar o fator de crescimento transformador tipo
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betal (TGF-B1), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento hepatocitos (HGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
fator de crescimento epitelial e o fator de crescimento fibroblastico, entre outros [23].

O conjunto de plaquetas autélogas que formam o PRP sao utilizadas para
acelerar a recuperacéo da leséo, imitando as formas naturais de cura e acelerando a
recuperacdo do tecido em si. A recuperacgédo vai desde a remocéao de células mortas
e producdo de novas células na regido afetada até a producédo de novas estruturas
vasculares [23].

A principal razao para a utilizagdo do PRP na regeneracado, deriva da
hip6tese que ele ira aumentar a concentracdo local dos fatores de crescimento e ira
fazer da fibrina uma estrutura de suporte para o desenvolvimento do tecido
endogeno [7].

De La Mata, estudando a aplicacdo do PRP, constata a eficiéncia do
mesmo em tratamentos de recuperacdo Ossea e em cirurgias de implantes
ortodénticos, porém, afirma ndo haver estudos suficientes quanto a sua eficiéncia
para outros tipos de tratamentos clinicos [24]. Pacientes tratados com PRP, apés a
cirurgia de extracdo do terceiro molar, apresentaram uma recuperagcdo menos
agressiva e mais rapida em relacdo ao grupo controle, demonstrando a eficacia da
aplicacao do gel de PRP [25].

Apesar dos estudos realizados, ainda existem controversas sobre a
eficacia do PRP, todavia uma revisdo da literatura demonstrou que isso se deve a
uma série de fatores que vdo desde seu emprego incorreto até mesmo sua

producéo inadequada, os quais atuam portanto como um falso PRP [26].

2.3 ENXERTOS COMBINADOS COM PRP

23.1 HA+PRP

Silva e colaboradores, em seus estudos acompanharam a reabilitagcdo de
cées submetidos a processos cirdrgicos no radio [27]. Foram realizados implantes

com HA sintética no radio esquerdo e com a combinacdo HA + PRP no radio direito.
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Na experiéncia se evidenciou uma melhor formacao do calo 6sseo no periodo pés-
operatorio entre 15 e 60 dias no grupo tratado com a combinagdo HA + PRP [27].

No tratamento para defeitos 6sseos periodontais, foi realizado um estudo
abrangendo a combinacdo HA + PRP, como grupo de teste, e uma combinacéo de
HA + solucdo salina, utilizada como grupo controle. Apds 12 semanas, apesar dos
resultados apontarem para melhoras clinicas em ambos os grupos, pode-se notar
gue o grupo de teste, HA + PRP, apresentou mudancas estatisticas significantes dos
parametros clinicos em relacdo ao grupo controle [28].

Buscando-se evidenciar as propriedades regenerativas do PRP, utilizou-
se em cirurgias de levantamento de sinu (seio maxilar), em mini-porcos, uma
combinacdo de HA + PRP de um lado, e apenas HA de outro. Foi constatado
crescimento 6sseo no lado enxertado com HA nas primeiras semanas, porém, apos
12 semanas, o lado contendo PRP apresentou um crescimento consideravelmente

maior [29].

2.3.2 Implantes e/ou Enxertos com PRP

Quando o PRP ¢é adicionado ao material de enxerto, age como um
adesivo biologico natural, unindo as particulas e facilitando a manipulacao durante a
cirurgia de enxerto [30]. Barbosa e colaboradores, através de enxertos realizados
em falhas geradas por processos cirdrgicos na tibia de caes, analisaram a
recuperacdo destes por meio de lesdes tratadas com: a) enxerto 6sseo, b) (PRP) +
enxerto 6sseo autdgeno e c) apenas PRP. Na ocasido constatou-se que o enxerto
Oesseo autdgeno associado ao PRP apresentou areas com radiodensidade mais
uniformes e semelhante ao 0sso receptor quando comparado aos demais enxertos,
demonstrando assim, maior incorporagédo do material enxertado [31].

Devido a semelhanca com os humanos quanto a regeneracdo 0ssea,
utilizou-se como cobaias mini-porcos para avaliar a combinacdo de enxerto
esponjoso autélogo na cicatrizacdo de defeitos 0sseos em estado critico. O grupo
controle foi tratado com enxerto esponjoso autdlogo, e o grupo teste, foi tratado com
enxerto autdlogo esponjoso combinado com PRP. Na ocasido constatou-se que o

grupo de teste apresentou regeneracao 6ssea significativamente melhor [32].
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Com o intuito de melhorar as cirurgias corretivas do ligamento cruzado
anterior, testou-se enxertos combinados com PRP em cirurgias reconstrutivas do
ligamento. Comprovou-se que o PRP promoveu a revascularizacao e reinervacao na
area tratada apos a cirurgia reconstrutiva [33].

Scaranto [34] em sua monografia de especializagdo em periodontia,
avaliou a utilizagdo do PRP em cirurgias orais e a sua capacidade de possibilitar
uma osteogénese mais rapida. Se concluiu que o uso do PRP associada aos
enxertos 0sseos particulados visa uma formacdo 6ssea mais rapida, facilitando a
instalacdo mais precoce dos implantes [34]. Uma melhor estabilidade na fixacdo dos
implantes se nota quando se utiliza implantes odontolégicos com didametro maiores,
e principalmente quando se irriga a regido com PRP durante o processo cirlrgico
[35].

No tratamento cirdrgico da sinusite frontal crénica, avaliou-se a
possibilidade em se usar uma combinacdo entre PRP e fragmentos 6sseos
autdlogos na calota craniana. Uma mistura composta por 40% de enxerto 6sseo e
60% de PRP demonstrou-se como um procedimento seguro e com resultados
satisfatorios na regeneracgéo [36].

Um estudo para quantificar o efeito do PRP em enxertos de 0sso
autdégeno da maxilar sinusal em coelhos, apresentou uma diferenca significativa no
grupo tratado com PRP entre 2 e 4 semanas quando comparado ao grupo tratado

com enxerto 6sseo sem PRP [37].
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3 JUSTIFICATIVA

O custo elevado e a dificuldade na realizacdo de implantes vém abrindo
campo para a pesquisa em novos materiais que possam aumentar a eficiéncia,
reduzir os custos e beneficiar os pacientes na recuperacdo poés-cirargica, como é
caso da HAC e do PRP. Neste sentido os cirurgides estdo constantemente
procurando maneiras de melhorar os implantes, seja com 0sso autdégeno, ou seja na
busca por métodos alternativos [26], [30].

Alguns materiais ja vinham sendo usados ha tempos nas cirurgias de
enxertos, como € o caso do tecido adiposo autégeno. Porém, esse tipo de implante
apresenta desvantagens como o longo tempo gasto na cirurgia e o risco de serem
reabsorvidos. Visando evitar estes tipos de problemas, tem-se estudado o uso de
outros materiais exdgenos, como é o caso da HA [36]. Muitos trabalhos j& foram
realizados utizando-se a HA na forma cristalina apresentando duas fases. Porém, a
HAC nanométrica, que mais se assemelha a composicdo natural dos 0ssos, ainda
nao vem sendo comerciliazada.

O PRP, por ser de natureza autdloga, tem sido uma das alternativas mais
atraentes como agente regenerativo, pois nao apresenta riscos de alergias ou
reacoes de rejeicao, além de ndo acrescentar custos significativos as cirurgias de
implantes [32]. O PRP também proporciona uma fonte rica e de facil obtencéo para
um diversificado grupo de fatores de crescimento celular, o qual tem sido utilizado
como suporte estrutural na regeneracao dos tecidos [36], [37].

Neste trabalho utilizou-se nos implantes uma amostra sintética de
Hidroxiapatita Carbonatada nanométrica. A introducdo do carbonato na amostras
induz alteracdes estruturais e morfolégicas na estrutura, se comparada com a
Hidroxiapatita estequiométrica (HA) atualmente utilizada em diversos enxertos. Tais
alteracdes trazem amplos beneficios quando comparada a HA, como por exemplo a
diminuicdo no tamanho dos cristalitos, assemelhando-se aos do osso humano, e
aumentando a sua solubilidade. Desta forma resulta em uma HAC préximo em
composicéo e cristalinidade com a parte inorganica do osso humano, facilitando sua

absorc¢ao pelo organismo.
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4 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € avaliar a influéncia do PRP na
capacidade de osteogénese da HAC em fraturas criticas induzidas na fibula de
ratos. Como objetivos especificos temos:

a) Sintetizar HAC nanométrica com 6% de carbonato;

b) Caracterizar a HAC;

c) Obter o PRP;

d) Implantar o material obtido em ratos, e verificar a influéncia do PRP

na HAC.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 SINTESE DE HIDROXIAPATITA CARBONATADA (HAC)

A HAC (com 6% de carbonato) foi obtida por precipitacdo utilizando
solugcbes aquosas de Ca(NOs), 4H,0O, (NH4):HPO,4, e (NH4):CO3. A variacdo de
temperatura e o pH foram rigorosamente controlados, sempre mantendo-se o pH
basico. Apos a adicao, a suspensdao ficou em agitacdo e o precipitado foi lavado e
filtrado [19].

O processo de obtencédo deste material foi depositado na patente BR 10
2015 011732 9 [38].

5.2 OBTENCAO DO PRP

Na realizagdo das cirurgias foram utilizados ratos doadores e foram
coletados as quantidades de sangue descritas na tabela 1. Os animais foram
anestesiados com medicacdo idéntica e em mesma propor¢cado descritas para o
procedimento cirargico (tépico 5.5). A coleta foi realizada por puncdo direta no
coracao do animal,utilizando-se uma seringa de 10,0 mL com agulha 25 x 7 mm
como se vé na figura 1. Foram utilizados 17 animais durantes as tentativas de
obtencddo do PRP para adequadar ao melhor procedimento. As velocidades de
centrifugacdo assim como os resultados obtidos durante os testes encontram-se

resumidos na tabela 1.
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Tabela 1 — Testes realizados para obtencdo de PRP com velocidade e tempo de centrifugacéo.

Qtde de Centrifugacao Observacoes
animais rpm Tempo(min.)
1 2000 10 N&o ocorreu separagao celular
1 2100 12 N&o ocorreu separagao celular
3 2400 10 Separacao celular sem formacéo de PRP
1 2400 15 N&o ocorreu separacao celular
1 2500 10 N&o ocorreu separagao celular
7 2800 10 Separacéao celular sem formacgao de PRP
2 3000 10 Obtencédo de PRP
1 3800 10 Separacao celular sem formacédo de PRP

Fonte: Do autor.

Figura 1 - Puncéo cardiaca.
Fonte: Do autor.

Logo ap0s a pungédo, o sangue foi transferido para um Tubo Falcon, com
tampa, sem anti-coagulante. Na série centrifugada a 3000 rpm durante 10 min.,
ocorreu a separacao das células vermelhas vistas na camada inferior, do plasma
pobre em plaguetas (PPP) na camada superior e do plasma rico em plaquetas
(PRP) na camada intermediaria como se observa na figura 2.
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A porgcdo intermediaria correspondente ao PRP foi retirada e
acrescentada ao tubo junta com a HAC utilizado no enxerto.

Figura 2 - Separacao entre plasma e hemécias.
Fonte: Do autor.

5.3 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para a caracterizacdo da HAC obtida, foram realizadas medidas de
analise térmica (TG), espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho (IV),
difracdo de raios X (DRX) e andlise elementar (CHN) com o objetivo de caracterizar
e avaliar a qualidade do material. Todo o trabalho foi realizado nas instala¢des da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG)
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5.3.1 Analise térmica (TG)

Para obtencdo da curva termogravimétrica foi utilizado o equipamento
EXSTAR SII TG/DTA 7300, utilizando cadinho de alumina com aproximadamente
20,594 mg de amostra. A medida foi realizada a uma razdo de aquecimento de 10
°C/min iniciando-se em temperatura ambiente (aproximadamente 27 °C) até

1100 °C, empregando-se gas nitrogénio a um fluxo de 50 mL/min.

5.3.2 Espectroscopia vibracional naregiédo do infra vermelho (IV)

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é uma
ferramenta importante na avaliacdo qualitativa e até mesmo semiquantitiva para
identificacdo dos grupos inorganicos presentes na amostra. Os resultados séo
obtidos através das bandas de absorcéo relativas as frequéncias de ligac6es dos
atomos que compde a amostra.

Para se obter os espectros vibracionais utilizou-se o espectrometro
Thermo Scientific IS 50 FT — IR, com contato direto da amostras sobre o cristal
(feixe de infravermelho), com resolucdo de 4 cm™ e varredura entre 4000 e
400 cm™.

5.3.3 Analise elementar (CHN)

A obtencé&o dos teores de carbono foi realizada com equipamento da Leco
Instrumentos LTDA, modelo Truspec CHNS-O. A amostra foi analisada em triplicata,
aguecida em forno até 1085 °C, utilizando-se as seguintes massas em mg: 1,5920;
1,5770; 1,5740. Utilizou-se como padrdo uma amostra de Hidroxiapatita

estequiométrica.
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5.3.4 Difracao de Raio X (DRX)

Nas medidas de difracéo foi utilizado o difratdmetro Rigaku ULTIMA IV. A
varredura foi realizada em angulo de 26 em um intervalo entre 10° e 90° graus com
passo de 0,02° e tempo de 2 s por passo. A radiacao utilizada foi de Cu Ka (A =
1,5418 A), e o padrdo utilizado para obter os paramentros instrumentais foi
hexaborato de lantanio. A amostra em po, foi refinada utilizando-se o método de Le

Bail, por meio do programa Fullprof [39].

5.4 APLICACAO EM RATOS

Na realizacdo deste trabalho, foram utilizados ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus), machos adultos (acima de 60 dias de vida), com média de
260 g para os utilizados em cirurgias de enxertos, e com média de 280 g para 0s
animais utilizados na puncdo sanguinea. Todos foram obtidos do Biotério da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL MG). Os procedimentos cirargicos foram
realizados nas instalacdes da propria Universidade.

Os animais foram alimentados com racdo propria para roedores e
receberam agua filtrada. Todos os animais receberam comida e a agua a vontade.
No pds operatorio foram todos mantidos em caixas individuais de polipropileno,
autoclavaveis e em ambiente com temperatura e humidade controladas. A
temperatura foi mantidade em torno de 22 °C e a humidade média foi de 50 % (com
variacéo de + 6 %). Obedeceu-se o ciclo claro-escuro de 12 horas.

O trabalho foi realizado observando-se todos os cuidados necessarios
gue se propbe a minimizar o sofrimento dos animais, seguindo a Lei 11.794 de
Outubro de 2008 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. O protocolo de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
Federal de Alfenas (vide anexo A e B).

Todas as cirurgias foram realizadas com o animal totalmente anestesiado

e a eutanasia, como recomendado pela resolucdo 714 de Junho de 2002 do
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Conselho Federal de Medicina Veterinéria, foi realizada por sobredose de anestésico

ou exsanguinagdo com sedacao preévia.

5.4.1 Experimentos realizados com animais

Para os testes foi feita a remocéo cirirgica de uma parte do osso, de
tamanho critico (retirada de aproximadamente 0,5 cm), na fibula esquerda do
animal. Os animais foram divididos em:

a) grupo controle: 5 ratos com fratura de tamanho critico (FTC) e 5 ratos

com tubo vazio (TbV);

b) grupo experimental: 5 ratos com enxerto de HAC, 9 ratos com

enxertos de HAC+PRP, 3 ratos com HAC+crem e 3 ratos com
HAC+PRP+cremofor.

A figura 3 apresenta um resumo dos grupos de animais pesquizados.

| Testes realizados |

Grupo contrale

| Grupo experimental |

[HAC| [HAC+PRP| [HAC+crem| [ HAC+PRP+crem

Figura 3 - Grupos avaliados durante o experimento: grupo controle (fratura de tamanho critico e tubo
vazio), grupos com enxerto de HAC, HAC + PRP, HAC + cremofor, HAC+ PRP+cremofor.
Fonte: Do autor

Para o grupo controle, nos ratos com fratura de tamanho critico, retirou-se
aproximadamente 0,5 cm da fibula e suturou-se a incisdo. Nos ratos com tubo vazio
implantou-se aproximadamente 1,0 cm de tubo vazio. Para o grupo de ratos com
enxertos de HAC implantou-se um tubo preenchido completamente com HAC em po6
previamente esterelizada. No grupo HAC+crem implantou-se um tubo com uma
mistura de HAC e cremofor, no grupo HAC+PRP+crem foi utilizado um tubo

contendo HAC, PRP e cremofor. Em todos os animais utilizou-se o mesmo tipo de
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tubo esterilizado, que como mostrado no grupo controle, ndo influencia no processo
de desenvolvimento do tecido 6sseo.

Pelo fato da HAC ser uma material hidrofébico e ndo se misturar bem com
o PRP, durante os experimentos optou-se por testar uma mistura utilizando o
solvente organico Cremofor. O Cremofor € um agente solubilizador e emulsificador
muito utilizado na industria farmacéutica e alimenticia. Este tem sido muito utilizado
em preparacdes de emulsdo de 6leo em agua e produzindo emulsdes estaveis [40].
Em todos os casos em que a mistura foi utilizada obteve-se uma pasta consistente
de facil manuseio e que preencheu melhor o tubo utilizado no implante. Notou-se
gue em todos os implantes onde o cremofor foi utilizado ocorreu formacao de tecido

6sseo sem afetar o processo de osteogenese.

5.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados na UNIFAL — MG. Os
animais foram pesados e anestesiados por injecdo intraperitoneal com uma mistura
1:1 de Dopalen (cloridrato de ketamina) e Anasedan (cloridrato de xilazina) na dose
1,0 mg/kg, utilizando uma seringa de 1,0 mL com agulha nimero 13 x 4,5 mm.

No procedimento cirdrgico foi feita uma incisdo de aproximadamente
2,0 cm de comprimento na pata esquerda como é mostrado na figura 4, e
seccionou-se a regido central da fibula retirando-se aproximadamente 0,5 cm de
0sso0. A inciséo foi feita utilizando-se lamina de aco carbdnico n® 11 até a exposicéo

da fibula. O corte da fibula foi feito utilizando-se tesoura cirlrgica reta de ponta fina.
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- S £
Figura 4 - Rato depilado e assepciado para incio da cirurgia.
Fonte: autor.

Para o enxerto foi utilizado um tubo preenchido de acordo com o grupo a
gue pertenciam. No pés operatdrio os animais foram mantidos em caixas individuais
para evitar o contato entre eles. Nao foi administrado nenhum tipo de medicamento,
0os animais foram acompanhados diariamente e a higienizagdo das caixas,
alimentacao e troca de agua foram feitas regularmente.

Os animais participantes do experimento foram anestesiados de acordo
com protocolo ja descrito e submetidos a eutanasia depois de 40 ou 60 dias de pos

operatorio

5.6 RADIOGRAFIAS

Todos os animais foram radiografados de maneira padronizada para se
analisar o desenvolvimento do tecido 6sseo na fratura. Utilizou-se aparelho de RX
posicionado sempre a uma distancia de aproximadamente 20 cm da pata do animal.

A tabela 2 apresenta o numero de animais operados e a variacdo de

tempo, em dias, até a realizacdo das radiografias e do sacrifio.
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Tabela 2 - Namero de animais operados com seu devido implante e o tempo esperado
para realizacdo das radiografias e do sacrifio.

Qtd. Implante RX1 RX2 Sacrificio

ratos Dias Dias Dias

[Quantidade de [Quantidade de [Quantidade

animais] animais] de animais]
5 FTC - 40[5] 40[5]
5 ThVv - 40[5] 40[5]
5 HAC 20[5] 40[5] 40[5]
3 HAC+crem - 40[3] 40[3]
9 HAC+PRP 20[8] - 60[5]
30[1] - 80[3]
200[1]
3 HAC+PRP+crem - 40[3] 40[3]

Fonte: Do autor.

Na tabela 2 observa-se que todos os animais do grupo controle foram
radiografados com 40 dias, e que no grupo experimental o tempo de realizacdo das
radiografias variou de acordo com o tipo de implante, tendo-se animais

radiografados com 20, 30 e 40 dias.

5.7 MICROSCOPIA

O objetivo € identificar a espécie de tecido encontrada dentro do implante
e comprovar ou ndo se houve crescimento de tecido 6sseo. No processo de
confeccdo das laminas as amostras retiradas dos implantes foram fixadas em
paraformoldeido a 4% em tampé&o fosfato, em seguida foram encaminhadas para o
processamento, passando pela desidratacdo com alcool, diafanizagdo em xilol e
inclusdo em parafina. Na sequéncia, os blocos foram cortados em micrétomo rotativo
e submetidos a coloracdo com azul de toluidina e fucsina basica.

As imagens foram geradas com aumento de 10 ou 40 vezes. Com a
identificagcdo do tecido encontrado dentro dos implantes ap6s a andlise das

micrografias, confirmou-se a ocorréncia de osteogénese nos implantes em questao.
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7

O objetivo da microscopia € comprovar 0 que ja havia ficado evidente nas
radiografias.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA:

6.1.1 Analise térmica (TG)

A andlise da curva termogravimétrica obtida (figura 5) confirma que a
amostra perde agua ndo estrural entre 100 e 200 °C. E possivel identificar que
ocorre uma perda de massa entre os valores de 700 a 800 °C, que pode ser
atribuido a saida do carbonato no sitio do fosfato [41]. Esta transformacdo sugere
que o COz* pode ter substituido o PO,> como esperado. Até 1100 °C nao foi
observada a total decomposicao da HAC.

100

25

2d -

85

Massa (%)

a0

L L L L L
a 200 400 600 a00 1000 1200

Temperatura (°C)

Figura 5 - Curva termogravimétrica obtida para amostra HAC
Fonte: Do autor.
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6.1.2 Espetroscopia vibracional naregido do infravermelho (V)

A andlise dos espectros foram feitas de acordo com as bandas de

absorcéo obtidas na literatura resumidas na tabela 3 [42].

Tabela 3 - Bandas de abosorcdo no FTIR dos grupos que comp&e a amostra HAC.

Regido de absorcdo (cm™) Designacao

3580 V5 estiramento OH de hidroxila

3400 V5 estiramento OH de H,O

1645 deformacgéo H-O-H de H,0

1470 — 1420 v, estiramento simétrico de CO3*

1128 V¢ estiramento PO3*

1100, 1093, 1047 V5 estiramento assimétrico de PO,
ou Vg estiramento PO3; em HPO,*

965 V. estiramento simétrico PO,

918 V5 estiramento P-OH em HPO,4

884 v, estiramento antissimétrico de CO3>

650 Vibrac6es OH de hidroxila

616, 581 Y, Deformagéo O-P-0emPO*
ou em HPO4~

535 vV, Estiramento P — OH em HPO,*

Fonte: Oliveira, S. V. et.al. (2010).

A figura 6 mostra o resultado da espetroscopia vibracional na regido do
infravermelho obtido para a amostra HAC com as respectivas bandas de absorcao
identificadas. A banda de absorcdo na regido préxima a 3500 cm™ corresponde ao
estiramento assimétrico Vs de OH da hidroxila e a banda préxima a 1750 cm™ foi
atribuida aos estiramento assimétrico de OH correspondente ao H,O.

A banda préxima a 1400 cm™ foi atribuida ao estiramento simétrico ¥, do
CO5” substituido no sitio do fosfato e a banda de absorcdo préxima a 880 cm™ foi
atribuida ao estiramento antissimétrico ¥, do grupo COs* no sitio da hidroxila. As

bandas préximas a 1000 cm™ e 550 cm™ foram atribuidas ao grupo PO,

6.1.3 Analise elementar (CHN)
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Assumindo que todo o carbonato inserido esteja no sitio do PO, , sugere-
se que a férmula molecular da amostra analisada seja
Cag 08(PO4)508(CO3)0.02(OH)1 08. A mesma apresenta um teor calculado em 1,201 %
de carbono, correspondente aos 6 % de carbonato em sua composicdo. Os
resultados da andlise elementar apresentaram, de acordo com a média dos valores
em triplicata, um teor de aproximadamente 1,044 % de carbono, sendo um valor
dentro do esperado para uma HAC com 6% de carbonato. A tabela 4 apresenta os
valores em porcentagem de carbono obtidos da andlise elementar, assim como a

média obtida entre os valores.

Tabela 4 - Resultado da andlise elementar para a amostra HAC apresentando os teores de carbono
fornecido pelo aparelho, o teor de carbono tedrico da amostra e a média dos valelores
experimentais.

*MM amostra % C tedrico % C experimental % médio
experimental de C
919,95 g/mol 1,201 1,065 1,044
1,023
1,044

* MM: Massa Molar.
Fonte: Do autor.

De acordo com a estequiometria, a amostra com o teor de carbono obtido
experimentalmente, apresenta aproximadamente 5,22 % de carbonato em sua
composicdo, aproximando-se dos 6% desejado para a amostra HAC. Destaca-se
que a temperatura atingida no forno do equipamento ndo foi suficiente para

decompor toda a amostra.

6.1.4 Difracéo de raio x (DRX)
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Do resultado do refinamento, se obteve o tamanho médio aparente dos
cristalitos, o grupo espacial ao qual pertence a amostra, os parametros de cela e os
fatores de concordancia, indicativos da qualidade do refinamento. Na tabela 5

mostra-se um resumo destes valores obtidos do refinamento.

Tabela 5 — Resultado do refinamento obtido pelo programa Fullprof.

Grupo Tamanhodo Chi® Rp Rwp Parametros de cela (A)
espacial  cristal (A) (%) (%) a,b C
P63/m 61,80 1,66 8,06 10,60 9,418+0,002 6,913+ 0,002

Fonte: Do autor

A figura 7 apresenta o difratograma resultante do refinamento da amostra

pelo programa Fullprof [38].

observado
calculado

observ calc.

| posicao de Bragg

Intensidade (unid. arbitraria)

DI T e TR e rnn WAy (o muunn nm . e
1 1 1 1 1 1 1
20 20 40 50 a0 7o ad 90

2 theta (graus)

Figura 7 - Difratograma resultante do refinamento da amostra HAC utilizando o
programa FullProf.
Fonte: Do autor

6.1.5 Radiografias:
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Foram avaliadas radiografas nos periodos de 20, 30 e 40 dias do pés
operatoério tentando-se identificar em cada um dos grupos a presenca de tecido
0sseo recém formado. Para esta avaliagcdo os animais foram dividos nos grupos A, B
e C, onde:

A = auséncia de tecido 6sseo

B = formacgé&o de tecido

C =tecido 6sseo

Na tabela 5 pode-se ver um resumo do resultado obtido no crescimento
0sseo dos animais estudados com suas respectivas classificacdes. Os numeros

entre colchetes correspondem a quantidade de animais em cada caso.

Tabela 6 — Resultados obtidos pelas radiografias realizadas nos gupos controles e nos
grupos com enxertos apoés 20, 30 e 40 dias pos operatério.

Tipo de Implante RX Classificacao
Dias [Quantidade de animais]
[Quantidade de
animais]
FTC 40 [5] A [5]
Tbv 40 [5] A[5]
HAC 20 [4] B [4]
40 [5] C [5]
HAC + crem 40 [3] C[3]
HAC+PRP 20 [3] A[1],B[2], C[1]
30 [1]
HAC + PRP + crem 40 [3] A[l],C[2]

Fonte: Do autor.

Para o grupo controle (fratura e tubo vazio), as radiografias avaliadas com
40 dias de pos operatério, ndo apresentaram nenhuma espécie de formacao de

tecido 6sseo, sendo ambos classificados como A.
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O grupo HAC apresentou 4 radiografias classificadas como B, atribuidas
ao curto periodo de tempo para a absorcédo da HAC (RX de 20 dias), e 5 radiografias
com classificacdo C (RX de 40 dias).

O grupo HAC + PRP apresentou 1 radiografia com classificacdo A (RX de
20 dias), que foi atribuido ao deslocamento do implante logo apds a cirurgia,
conforme mostra a figura 8, 2 radiografias classificadas como B (RX de 20 dias) e 1
classificada como C (RX de 30 dias).

O grupo HAC + crem apresentou 1 radiografia classificada como A,
atribuida a um processo inflamatério ocorrido durante a regeneracdo do tecido,
conforme mostrou a microscopia do tecido (figura 13) e 2 radiografias com
classificacéo C.

No grupo HAC + PRP + crem todas as radiografias sdo pertencentes ao
grupo C sendo constatado uma boa formacdo do tecido 6sseo em todos os

implantes.

[

Figura 8 - Animal do grupo HAC+PRP.

Radiografia mostrando o deslocamento do
implante 20 dias apos a cirurgia.
Fonte: Do autor.
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Considerando-se a classificagdo B, na qual visualiza-se pouco
crescimento de tecido 0sseo, a transformacdo da HAC em tecido 6sseo pode ser
observada em 5 animais do grupo HAC em 3 animais do grupo HAC + PRP, em 2
animais do grupo HAC + crem e em 3 animais do grupo HAC + PRP + crem. Com
excec¢do do grupo controle, onde ndo se nota desenvolvimento de tecido ésseo, em
todos os outros a visualizacdo da formacao do tecido 6sseo é melhor observada nas
radiografias com 40 dias em detrimento das radiografias de 20 dias. O que se
entende, € que 20 dias, ndo é tempo suficiente para que ocorra osteointegracdo ou
reabsorcdo da HAC, porém nédo se pode afirmar que ndo ocorre formacao de tecido
0sseo.

Nas radiografias do grupo controle, sé fratura e tubo vazio, com 40 dias

de pOs operatério, € possivel observar a auséncia de tecido 6sseo (figura 9).

Figura 9 - Radiografia do grupo controle, demonstrando a ndo formagéo de tecido 6sseo
em animais com 40 dias de p6s operatorio. A =FTC; B = ThV
Fonte: Do autor.
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Nas radiografias realizadas com 20 dias de pds operatoério, nota-se uma
regido com baixa formacdo 6ssea, como se pode observar na figura 10, que tras
radiografias de animais com enxertos de HAC, HAC + crem e HAC + PRP. Nas
radiografias realizadas com 40 dias, é possivel observar uma regido com maior
formacao 6ssea dentro dos implantes, como pode ser observado na figura 11 em
animais com enxertos de HAC, HAC + PRP + crem e HAC + crem.

Figura 10 — Radiografia realizada em animais com 20 dias de pds operatorio.
A: HAC; B: HAC + Cremophor; C: HAC + PRP.
Fonte: Do autor.
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Figura 11 - Radiografia realizada em animais com 40 dias de pds operatorio.
A: HAC; B: HAC + PRP + Cremophor; C: HAC + Cremophor

Fonte: Do autor.

A analise feita nas radiografias evidenciou o desenvolvimento de tecido
0sse0 nos grupos experimentais quando comparados ao grupo controle. Nos
animais do grupo fratura de tamanho critico, ocorreu uma aparente diminuicdo das
extremidades do osso seccionado. Na figura 12 obtida apds o sacrificio de um dos
animais com 140 dias é possivel perceber a total reabsorcdo do o0sso na
extremidade inferior da fibula.
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Fibula superior

Fibulainferior

Figura 12 - Reabsorcéo da extremidade inferior da fibula. Animal com 140 dias
de pds operatorio.
Fonte: Do autor.

6.1.6 Microscopia:

A tabela 6 apresenta um resumo do resultado obtido da microscopia, apés
o sacrificio. As observacgdes foram feitas seguindo a classificagéo:
F = formacéo de tecido 6sseo;

NF = pouca formacéo de tecido ésseo.
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Tabela 7 — Microscopia obtida para os animais dos grupos HA e HAC+PRP

Implante Tempo (em dias) Observacoes
microscopia
HAC 40 F
200 F
HAC+PRP 60 NF
60 F
80 F
80 F
40 F
HAC+PRP+crem 40 F
40 NF
40 F
HAC+crem 40 F
40 F

Fonte: Do autor.

De acordo com o resultado, todos os implantes contendo HAC
independente de estarem associados ao PRP ou conterem Cremofor em suas
misturas, apresentaram boa formacao de tecido 6sseo, exceto um animal do grupo
HAC + PRP + crem, sacrificado com 40 dias, que apresentou um processo
inflamatorio durante formacdo do tecido 6sseo (figura 13) e um animal do grupo
HAC + PRP, sacrificado com 60 dias, cuja mistura HAC + PRP, foi feita com excesso
de PRP (Figura 14).
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Processo de
ossificacdo Osteoclacitos Ostedcitos

Tecido
0sseo ja
formado

Células
Inflamatdrias

Osteoclastos

Figura 13 - Implante de 40 dias com processo inflamat6rio em animal do grupo HAC+PRP+crem

mostrando células formadoras de tecido 6sseo (osteoblastos, osteoclacitos e

ostedcitos), e células inflamatérias (macrofagos, linfécitos, neutréfilos e mastdcitos)
Fonte: Do autor.

Na figura 13 observa-se uma ma formacéo do tecido 6sseo, durante a
regeneracdo (processo inflamatorio), onde se observa células escuras, conhecidas
por macrofagos, linfocitos, neutrofilos e mastécitos. Pode-se perceber a presenca de
regides onde o tecido 6sseo ja se formou completamente e regifes onde estaria
ocorrendo a reabsorcao da HAC pelas células formadoras de tecido 6sseo (processo

de ossificacéo).
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Figura 14 - Micrografia relizada com 40 dias demonstrando a ma formagéo do tecido 6sseo.
1 = tecido 6sseo formado, 2 = ostedcitos, 3 = auséncia de tecido.
Fonte: Do autor.

Na figura 14 pode-se ver a micrografia de um animal com enxerto de
HAC + PRP, com 60 dias de pds de operatério, onde a mistura se procedeu com um
excesso de PRP. Na imagem identifica-se uma pequena regido onde ocorreu
osteogénese e pode-se notar algumas células formadoras de tecido ésseo
(ostedcitos). Na imagem também € possivel identificar uma enorme regido onde néo

ocorreu nenhuma formacéao de tecido.
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Figura 15 - Micrografia de animais sacrificados com 40 dias.

A =HAC; B =HAC + crem; C = HAC + PRP + crem.

1 = tecido 6sso formado; 2 = ostedcitos; 3 = tecido ainda em formacéo
Fonte: Do autor.

Na figura 15 pode-se observar a formacdo de tecido 6sseo em animais
com enxertos de HAC. Em todas as micrografias observa-se uma vasta area com
tecido 0sseo ja formado, assim como a presenca de células responsaveis pela
formacao do tecido 6sseo (ostedcitos), além de regides com vestigio de HAC onde o
material esta em processo de reabsorcao e ossificacao.

Este trabalho apresenta o processo de osteogénese ou regeneracao
O0ssea em fraturas de tamanho critico tratadas com HAC e HAC+PRP. As fraturas
foram analisadas no pos - operatorio com 20, 30 e 40 dias por meio de radiografias e
40, 60, e 80 dias por avaliacdo histolégica.

Todo tipo de fratura, seja ela por trauma ou por cirurgia, causa uma
reposta de reparo no organismo. A reparacdo de fraturas é um grande desafio na
atualidade na &area da medicina e também na odontologia onde uma diversidade de
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biomateriais vem sendo estudados na busca pela otimizacdo desses reparos ou
regeneracoes.

O Plasma Rico em Plaquetas ja tem sido muito utilizado na tentativa de
acelerar o reparo tanto de tecidos moles quanto de 0sseos em lesdes. O processo
de cicatrizacdo é ajudado por varios mediadores dentre os quais se destacam o0s
fatores de crescimento. A introducdo das plaquetas em uma lesdo e a consequente
liberacdo dos fatores de crescimento promovem a migracdo de uma variedade de
células para a regido lesionada. Os mediadores favorecem a angiogénese e em
consequéncia tem-se a remodelagéo de tecidos influenciando muito no processo de
reparo.

O emprego do Plasma Rico em Plaquetas no auxilio a regeneracdo é
bastante descrito na literatura, principalmente na area Odontolégica e em cirurgias
bucomaxilofaciais.

Neste estudo, uma fratura criada por intervengdo cirdrgica de tamanho
critico comparado ao porte do animal, e portanto de dificil regeneracao, foi tratada
com HAC ou HAC+PRP, tendo por objetivo avaliar o efeito do PRP na regeneracéo
O0ssea em enxertos de HAC. A escolha da fibula se deu devida a facilidade de se
obter uma fratura de tamanho critico sem causar grandes danos ao animal e facilitar
0 estudo do implante.

Neste trabalho constatou-se que o PRP néo influenciou no tempo de
transformacdo da HAC em tecido 6sseo quando comparado a HAC sozinha, o que
esta de acordo com trabalhos j& realizados sobre PRP em enxertos exdgenos [27].

Nas radiografias com pos-operatorio de 20 dias foi viisualizado um tubo
uniformente opaco, devido a presenca de HAC dentro do implante, a qual, € em
composicdo, muito semelhante ao 0sso. Nas radiografias com 40 dias ja se percebe
dentro do implante a presenca de um estreito filete opaco, o qual se é atribuido a
formacdao inicial do tecido 0sseo através da HAC gque esta sendo consumida pelo
organismo e sendo utilizada para a formagdo do tecido 6sseo. Em todos os
enxertos a HAC se mostrou como um material osteocondutor com grande
biocompatibilidade, ndo apresentando em nossos testes nenhuma espécie de efeito
colateral.

Observou-se que o comportamento do grupo controle nao foi semelhante
ao grupo HAC e HAC+PRP comparando-se o tempo decorrido apds o procedimento

cirdrgico no tocante a regeneracdo 0ssea. A andlise das radiografias sugere que
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ocorreu crescimento 6sseo no grupo tratado com HAC + PRP e também no grupo
tratado apenas com HAC.

A analise visual também sugere que no grupo onde se realizou apenas
fratura ndo ocorreu osteogénese e notou-se que as extremidades dos 0SsO0s
apresentaram uma reducdo em tamanho e espessura, fato atribuido a reabosorcao
do osso pelo proprio organismo. No grupo controle tubo vazio, as imagens sugerem
gue ndo houve mudanca significativa nas extremidades dos 0ssos e também que
nao apresentaram qualquer tipo de regeneracao 0ssea.

A microscopia € um complemento ao RX para se comprovar a existéncia
de tecido 6sseo dentro dos implantes, pois a semelhanca em composicao entre HAC
e 0 0SS0, pode causar interpretacéo errbnea por parte do analisador das radiografias
devido a presenca da HAC ainda né&o incorporada pelo organismo.

Em todas as micrografias constatou-se a presenca de tecido 6sseo, com
excessao de um animal com excesso de PRP, o que provavelmente lhe ocasionou a
saida de HAC do implante, e um outro animal que apresentou em suas micrografias
células em processo inflamatério.

Pelos resultados da analise radiol6gica e histélogica, pode-se verificar
que no grupo experimental ocorreu crescimento do tecido 6sseo, porém nao €
possivel afirmar que o gupo com PRP apresentou alguma vantagem no crescimento
do tecido 6sseo.

Neste trabalho ndo foi realizada uma andlise estatistica, porém alguns
trabalhos do género ja relizados, confirmam que o PRP em conjunto com outros
enxertos exégenos nao influencia na aceleracao ou qualidade do reparo nas fraturas
apos um certo periodo tempo [43], [44], [45], [46].

A presente linha de investigacdo gera muitas perspectivas quanto ao
desenvolvimento de novas formas de tratamento e desenvolvimento de novos

biomateriais.
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7 CONCLUSAO

Foi sintetizada uma amostra de HAC nanométrica e caracterizada por TG,
IV, CHN e DRX. De acordo com o resultado obtido pelas técnicas de CHN, a HAC
obtida apresentou aproximadamente 6% de carbonato na sua composi¢do. Os
resultados obtidos por DRX mostraram uma fase Unica apresentando um tamanho
médio de cristalitos de 61,80 A. Foi obtido o PRP de um rato doador, e misturado
com a HAC para ser utilizada nos enxertos em ratos

A avaliacdo do crescimento 0sseo através de radiografias e microscopia
permitiu acompanhar e comprovar o processo de osteoinducdo da hidroxiapatita
carbonatada nanométrica.

Constatou-se que 20, 40, 60 e 80 dias apés a cirurgia o PRP néo
influenciou significativamente no tempo de transformac¢do da HAC em tecido 0sseo.
Todos os grupos com implantes de HAC ou HAC + PRP apresentaram regeneracao
do tecido 6sseo, mostrando uma osteogénese de forma similar. Os grupos controle,

s6 fratura e tubo vazio, ndo apresentaram nenhum crescimento 6sseo.
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Trabalhos futuros:

Para trabalhos futuro sugerimos fazer microscopias que permitam realizar
calculos estatisticos, para a contagem do numero de células obtidas em cada caso.
Também resultaria interessante, realizar um controle na alimentacdo (agua e racao)
dos animais para verificar se o PRP introduzido na HAC influencia nestes

parametros.
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