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RESUMO

Como apenas o0 0sso autdgeno é capaz de manter as propriedades de osteogénese,
osteoinducao e osteoconducdo, uma das estratégias usadas para restaurar, manter
ou melhorar a fungdo dos tecidos vivos é utilizar substancias capazes de induzir a
proliferacdo celular e tecidual, como a Fibrina Rica em Plaquetas e Leucécitos (L-
PRF), um material de enxerto autélogo ndo trombinizado que oferece respostas
biol6gicas efetivas devido a um aumento na liberacdo de citocinas e fatores de
crescimento durante o processo cicatricial de feridas. Esse estudo investigou o efeito
da L-PRF, comparado ou associado ao Bio-Oss® (0sso bovino), um biomaterial de
propriedade osteocondutora, levando em consideracdo o enxerto 0sseo autégeno
como material padréo para o preenchimento de defeitos 0sseos. Um defeito de 5 mm
de didmetro foi realizado nas calvarias de 40 ratos. Esses animais foram divididos em
5 grupos de 8 animais cada e receberam coagulo sanguineo (CO), osso autdégeno
(AUT), osso bovino (BIO), fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) ou 0sso
bovino e L-PRF associados (BIO-L-PRF). Os animais foram eutanasiados apos 4 e 8
semanas. A regeneracdo Ossea foi avaliada por andlise histométrica e
imunoistoquimica. Observou-se que a maior média percentual de formacdo Ossea
encontrada nos periodos de 4 e 8 semanas foi no grupo BIO-L-PRF (54,05%z+2,8349
e 63,58%+2,19115). A menor média percentual foi observada no grupo CO para 4 e
8 semanas (16,70%+2,4724 e 20,55%+0,9842) e sem diferenca estatistica significante
entre os periodos. A comparacdo entre 0s grupos mostrou semelhanca estatistica
entre 0s Grupos Autdgeno e 0s grupos com Osso Bovino e L-PRF. Isso refor¢ca o bom
desempenho como material de preenchimento promovido pelo Osso Bovino e L-PRF,
principalmente quando associados, no aspecto quantitativo e imunoistoquimico, pois
as expressdes do RUNX 2, da Osteocalcina e do VEGF evidenciaram um aspecto
favoravel na formacao do novo osso. O VEGF foi o marcador que apresentou maior
expressao por se relacionar com o processo cicatricial inicial, promovendo a migracéo
e proliferacdo de células endoteliais na regido do defeito. Mesmo apdés semanas, o
VEGF foi encontrado mantendo uma expressdao moderada. Conclui-se que a
associacao da L-PRF ao osso bovino permitiu melhorar o reparo 6sseo quando esses

biomateriais foram inseridos em defeitos de calvarias de ratos.

Palavras-chave: Regeneracdo 6ssea. Osso autdogeno. Osso bovino. L-PRF.



ABSTRACT

Autogenous bone is the only one capable of maintaining the properties of
osteogenesis, osteoinduction and osteoconduction. So, one of the strategies used to
restore, maintain or improve the function of living tissues is to use substances capable
of inducing cellular and tissue proliferation, such as Platelets Rich in Fibrin and
Leukocytes (L-PRF), an autologous non-thrombinized graft material that provides
effective biological responses due to an increase in the release of cytokines and growth
factors during the wound healing process. This study investigated the effect of L-PRF,
compared to or associated with Bio-Oss® (bovine bone), an osteoconductive
biomaterial, taking into account autogenous bone graft as a standard material for filling
bone defects. A defect of 5 mm diameter was performed in the calvaries of 40 rats.
These animals were divided into 5 groups of 8 animals each and received blood clot
(CO), autogenous bone (AUT), bovine bone (BIO), platelets-rich fibrin and leukocytes
(L-PRF) or associated bovine bone and L-PRF (BIO-L-PRF). The animals were
euthanized after 4 and 8 weeks. Bone regeneration was assessed by histometric and
immunohistochemical analysis. It was observed that the highest mean percentage of
bone formation found in the 4 and 8 week was in the BIO-L-PRF group (54.05% =+
2.8349 and 63.58% + 2.19115). The lowest mean percentage was observed in the CO
group for 4 and 8 weeks (16.70% + 2.4724 and 20.55% * 0.9842) and with no
statistically significant difference between the periods. The comparison between the
groups showed statistical similarity between the autogenous group and the Bovine
Bone and L-PRF groups. This reinforces the good performance as a filling material
promoted by bone bovine and L-PRF, especially when associated in the quantitative
and immunohistochemical aspect, since the expressions of OC, RUNX 2 and VEGF
evidenced a favorable aspect in the formation of new bone. VEGF was the marker that
presented greater expression to be related to the initial cicatricial process, promoting
the migration and proliferation of endothelial cells in the region of the defect. Even after
weeks, VEGF was found to maintain a moderate expression. It was concluded that the
association of L-PRF to bovine bone allowed to improve the bone repair when these

biomaterials were inserted in calvarial defects of rats.

Keywords: Bone Regeneration. Autogenous Bone. Bovine bone. L-PRF.
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1 INTRODUCAO

A alta capacidade do tecido 6sseo de se regenerar € um dos mecanismos
mais fascinantes no organismo. Porém, situacbes como a doenca periodontal,
tumores, traumas, exodontias, anomalias de desenvolvimento, patologias, ressec¢des
oncoldgicas e perda fisiologica de massa 6ssea podem levar a defeitos 6sseos
criticos, 0s quais ndo possuem a capacidade de se regenerar espontaneamente.
Especialmente na regido bucomaxilofacial, a reabsorcdo severa de mandibula e
maxila, associada a perda dos dentes, pode levar a defeitos anatdémicos significativos
comprometendo a fungao e a estética e, em muitos casos inviabiliza a reabilitacdo oral
(LINDHE, 2010).

Uma vez que as reabilitacbes orais tradicionais com proéteses fixas ou
removiveis, apoiadas sobre dentes e/ou mucosa, ndo sdo mais o tratamento de
escolha dos pacientes totais ou parcialmente edéntulos, o tratamento com implantes
requer um adequado volume 6sseo. Hoje, a Odontologia, na era da Implantodontia,
trouxe para esses pacientes a possibilidade de reabilitacdo do sistema
estomatognatico com proteses implanto-suportadas, representando o tratamento que
mais se aproxima da denticdo natural (NARAIN; GARG; NARAIN, 2010).

Portanto, previamente a reabilitacdo oral com proteses implantossuportadas,
cirurgias de enxerto 6sseo antes ou durante a instalacdo dos implantes geralmente
S80 necessarias para evitar ou até mesmo restabelecer a perda O0ssea vertical e
horizontal e, a0 mesmo tempo, prover uma quantidade e qualidade Osseas
adequadas, garantindo a estabilidade primaria de insercdo do implante. Assim, sao
necessarios biomateriais que possam modular, alterar ou estimular a atividade
osteogénica nos defeitos teciduais e/ou inibir a osteoclastogénese (KIM et al., 2013;
TETE et al., 2013).

Dentre os biomateriais, destaca-se nesse tipo de reabilitacdo a utilizacdo dos
enxertos aldgenos, aloplasticos, xenogénicos e fatores de crescimento. Porém, o
recrutamento de células, a modulacdo do processo inflamatério e a promocédo do
reparo por cicatrizacdo ou regeneragdo, sao influenciados pelas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas desses biomateriais (KOLK et al., 2012). Por isso, cada
um desses tipos de enxertos apresenta vantagens e limitagdes que partem desde

suas propriedades bioldgicas individuais, disponibilidade de grandes quantidades e
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aumento da morbidade cirurgica de areas doadores do enxerto autdgeno segundo
Fillingham (2016), o que justifica o grande ndimero de estudos realizados para verificar
o efeito dos “ainda considerados” novos biomateriais, associados ou nao, a outros
biomateriais de uso rotineiro.

Otimizar o reparo tecidual € uma busca constante das tecnologias aplicadas a
salde na atualidade (EHRENFEST et al.,, 2009). A utlizacdo de concentrados
derivados de plaquetas para potencializar o reparo dos tecidos bucais tem sido vélida
de acordo com Serna et al. (2011), principalmente no ambito da Implantodontia, uma
vez que condicdes 6sseas satisfatorias sao indispensaveis (EHRENFEST et al, 2010).
E fato que tais materiais s&o ricos em fatores de crescimento e citocinas, responsaveis
pelo processo inflamatorio que conduz a substituicdo por reparo. Por isso, sua
utilizacdo pode acelerar este processo fisiolégico segundo Messora et al. (2007),
através do fornecimento local e progressivo dos fatores de crescimento e proteinas
gue fornecem propriedades uUnicas para a remodelacdo de tecidos, cicatrizacédo de
feridas e acdo angiogénica (ANITUA et al., 2006).

No entanto, os efeitos de alguns concentrados como o Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) possuem limitacdes, pois estudos sugerem que a rapida liberacao
dos fatores de crescimento produza um beneficio imediato e passageiro, pouco
significativo para a reparacdo tecidual, principalmente em relacdo a regeneracao
o0ssea (HE et al., 2009; RAO et al., 2012). Assim, gracas ao avanco no
desenvolvimento de materiais que realmente contribuam para a regeneracao 0ssea,
surgiu uma segunda geracao de concentrado de plaquetas denominada Fibrina Rica
em Plaquetas e Leucécitos (L-PRF) (CHOUKROUN et al., 2006a; HE et al., 2009).

A L-PRF ¢é obtida através do sangue do préprio paciente sem a adicdo de
trombina bovina ou outros componentes exdgenos. Os fatores de crescimento e
citocinas permanecem na malha da rede de fibrina formada favorecendo a liberacéo
gradativa e duradoura no processo de reparo tecidual (CHOUKROUN et al., 2006b).
Estudos in vitro demonstram aumento da proliferacdo dos osteoblastos em contato
com a L-PRF de acordo com estudos de He et al. (2009) e maior estimulo angiogénico
mediante a utilizacdo desse biomaterial (ROY et al., 2011). Choukroun et al. (2000)
foram os primeiros a descrever as vantagens na utilizacdo da L-PRF no reparo dos

tecidos bucais.
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Novas pesquisas com a L-PRF podem otimizar a regeneracdo 6ssea na
Odontologia moderna, uma vez que sua utilizacdo, isolada ou em associagdo com
outros enxertos, parece favorecer e acelerar a regeneracgao 6ssea.

Existe uma vasta discusséo sobre da utilizacdo de diferentes enxertos como
substitutos dsseos a fim de minimizar ou até evitar a permanéncia de defeitos 6sseos
nos maxilares. Neste contexto, 0s enxertos xendgenos, particularmente o 0sso bovino
particulado, tem sido amplamente usado como biomateral de arcabouco, fornecendo
condicdes para o tecido 6sseo crescer e se fixar biologicamente (LINDHE; KARRING;
LANG, 2003).

Assim, acredita-se que a associacdo da L-PRF aos xenoenxertos, como 0 0SS0
bovino, poderia permitir melhorias na cicatrizagcdo de defeitos 6sseos de tamanhos
criticos, pois acrescentariam-se fatores de crescimento no biomaterial usado como

preenchimento 6sseo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A prevencao e o tratamento de perdas 6sseas atraves de procedimentos de enxertia
0ssea € uma realidade na atual Odontologia moderna. Associada a essa realidade a
literatura cientifica relato o uso de derivados sanguineos utilizados para auxiliar

reparacao tecidual.

2.1 ENXERTOS OSSEOS

Historicamente, o primeiro enxerto 0sseo xendgeno registrado ocorreu em 1668 por
Job Van Meekeren, um cirurgido holandés. Desde entédo, a prevencéo e tratamento
de perdas 6sseas tém sido realizados através de procedimentos de enxertia 6ssea.

O enxerto 6sseo € considerado um procedimento padréo utilizado comumente
para se alcancar a regeneracdo 0ssea, sendo empregado nas mais diversas
especialidades médicas e odontolégicas (BOER, 1988; FINKEMEIER, 2002; JENSEN
et al., 2012).

Os enxertos 0sseos devem ser biocompativeis, possuir propriedades
biomecanicas satisfatorias e capacidade de devolver a funcionalidade ao osso para
gue sejam aplicaveis na Odontologia, como cirurgias 0sseas reconstrutivas dos
maxilares, a regeneracéao periodontal e a reconstrucao do rebordo alveolar em fissuras
labiopalatinas congénitas (FINKEMEIER, 2002; JENSEN et al., 2012).

E de suma importancia compreender que enxerto 6sseo é um procedimento
gue implica na utilizacdo de 0sso autdégeno ou outro substituto 6sseo, obtido a partir
de fonte natural ou sintética, numa area com defeito 6sseo. O enxerto 6sseo ndo pode
ser confundido com a regeneracao 0ssea. A regeneracao 0ssea € a real formacéao de
novo osso no defeito enxertado, de modo que o0 enxerto 6sseo ndo conduz
necessariamente a formacdo de osso com as mesmas qualidades de 0sso nativo
(OGUNSALU, 2011).

Sendo assim, os diferentes enxertos ésseos sao classificados quanto ao seu
mecanismo de acdo em: osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores
(LOURENCO, 2002; CARVALHO et al., 2010; OGUNSALU, 2011).

O mecanismo da osteogénese € conseguido quando 0s materiais

osteogénicos, materiais organicos, sdo capazes de formar osso diretamente dos
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osteoblastos (MARX; SAUNDERS, 1986; MISCH; DIETSH, 1993). Refere-se ao
crescimento de 0sso a partir de células viaveis transferidas dentro do enxerto. Ou seja,
0s osteoblastos e células-tronco presentes no enxerto e que sobrevivem ao processo
de transplante sao inicialmente os Unicos responsaveis pela proliferacdo e formacéo
de novo produto ostedide (LOURENCO, 2002; GIANNOUDES; DINOPOULOS;
TSIRIDIS, 2005; CARVALHO et al., 2010; OGUNSALU, 2011).

Ja os materiais osteoindutores sédo aqueles capazes de induzir a diferenciacéo
de células mesenquimais indiferenciadas (pluripotentes) ou osteoprogenitoras em
osteoblastos nos tecidos adjacentes, estimulando assim, a formagéo 6ssea no local
ou mesmo num local onde ndo é esperado (LOURENCO, 2002; GIANNOUDES,;
DINOPQULOS; TSIRIDIS, 2005; CARVALHO et al., 2010; OGUNSALU, 2011).

Por outro lado, os osteocondutores, auxiliam a cicatrizacédo através de seu
arcabouco ou scaffold, micro e macroscopico, permitindo a infiltracdo vascular e a
migracao interna de elementos celulares envolvidos na formagdo de 0sso como
células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos e osteoclastos. Conduzem o
crescimento do 0sso e permitem aposicdo 6ssea a partir do 0sso existente, mas nao
induzem a formacéo 0ssea, se colocado por exemplo em tecido mole (LOURENCO,
2002; GIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; CARVALHO et al., 2010;
OGUNSALU, 2011).

Os substitutos 6sseos podem ser também classificados quando relacionados
a sua origem: autdgenos ou autologos (quando obtidos do proprio sujeito); homégeno,
homélogo ou aloenxerto (quando obtidos de individuos da mesma espécie);
heter6geno ou xendgeno (quando obtidos de individuos de espécie diferente); e,
sintéticos ou aloplasticos (que possuem origem sintética) (CARVALHO et al., 2010;
CONZ et al., 2010; FARDIN et al., 2010; OGUNSALU, 2011).

Mediante as classificacdes relacionadas aos mecanismos de acao e a origem,
0 substituto 6sseo autdégeno ainda permanece como padrdo ouro pois este possui 0s
trés elementos essenciais da regeneracdo 0ssea:. a osteogénese, osteoinducéo e
osteoconducao, elementos esses que favorecerdo a ligacao final entre o osso do
hospedeiro e o material de enxertia, processo denominado osteointegracao
(JOHANSSON et al.,, 2001; GIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005;
SMOLKA et al. 2006; SBORDONE et al., 2009; SBORDONE et al., 2012; SILVA et al.,
2012; SBORDONE et al. 2012; MLADENOVIC et al., 2013; LONG et al., 2014).
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Atualmente, a principal fonte de enxertos heter6genos comercializados como
biomaterial de substituicdo 6ssea na clinica é a de origem bovina. Dentre eles, o Bio-
Oss® (Geisttlish Pharma, Wolhusen, Suica) é o substituto 6sseo mais utilizado. Sua
base se consiste de osso bovino inorganico livre de patdgenos que contém uma
hidroxiapatita com estrutura cristalina e proporgéo célcio/fésforo, composicao quimica
e estrutura fisica bastante semelhante ao osso humano. O Bio-Oss® oferece um
arcabouco para a migracdo de células e desenvolvimento de osso lamelar, além de
aumentar a densidade O6ssea. Esse processo se da pela migracdo de osteoblastos
pré-existentes do osso adjacente na matriz celular, os quais penetram entre as
porosidades das particulas do enxerto e sintetizam matriz ostedide. Estas
propriedades fazem do Bio-Oss® um material confiavel para promover a regeneracao
0ssea. Estudos histolégicos ja demonstraram area 0ssea recém-formada em estreita
relacdo com suas particulas justificando seu amplo emprego para aumento 6sseo em
cirurgias periodontais, dentoalveolares, em combinac¢do com a instalacdo do implante
e/ou outros tipos de enxertos (ORSINI et al., 2005; DAHLIN; SIMION; HATANO, 2009;
GALINDO-MORENO et al., 2010; JENSEN, 2012; MLADENOVIC et al., 2013).

Mladenovic et al. (2013) propuseram investigar por meio de estudo in vitro, a
interface biolégica do Bio-Oss®, analisando o seu comportamento de dissolucéo e
precipitacdo, além das respostas osteogénicas. Como resultado, confirmou-se que
este biomaterial, através das reacfes de dissolucdo e precipitacdo dos fluidos
teciduais, favoreceu o processo inicial de formacédo 6ssea na interface bioldgica, de
modo que a andlise de cultura de células demonstrou uma reducao significativa de
célcio e de fésforo, confirmada com a marcacao isotdpica radioativa. Sendo assim, as
particulas de Bio-Oss® sdo capazes de absorver os ions de célcio e fésforo presentes
no fluido tecidual, favorecendo assim o processo inicial de neoformacéo éssea.

Galindo-Moreno et al. (2010) avaliaram a colonizacdo celular e vascular do
0sso bovino inorganico (Bio-Oss®) ap6s 6 meses em enxertos de elevacdo do
assoalho do seio maxilar em humanos. Sabe-se que o grau de formac¢éo 6ssea entre
as particulas depende das propriedades de osteoconducdo do material, isto €, da
capacidade de manter o espaco destinado a neoformacédo 6ssea. A porosidade do
material deve fornecer um arcabougo para a vascularizagéo e penetracdo de células
associadas. Os autores concluiram apés analise morfologica e imunoistoquimica que
apos este periodo foram observadas colonizacdo por ostedcitos e neovascularizagéo

bastante satisfatorias.
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2.2 L-PRF

Os primeiros relatos de uso de derivados sanguineos utilizados para auxiliar na
cicatrizacdo de feridas datam aproximadamente ha 40 anos, com o uso de colas de
fibrina, constituidas de fibrinogénio concentrado. As colas de fibrina produzidas a partir
do plasma humano foram amplamente utilizadas e constituem-se numa boa opcéo
para prevenir a contaminagéo das feridas de acordo com Ehrenfest, Rasmusson e
Albrektsson (2009), devido as suas propriedades hemostaticas e adesivas (ANITUA
et al., 2006). No entanto, devido aos altos custos e complexidade dos protocolos de
obtencdo, seu uso permanece restrito. As Ultimas décadas demonstram uma
expansao consideravel na utilizacdo como biomaterial dos concentrados de plaquetas,
favorecendo a regeneracéo tecidual e substituindo de forma importante as colas de
fibrina (EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009; GUPTA et al., 2011).

O primeiro concentrado de plaquetas, descrito em 1998 e conhecido como
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) segundo Kang et al. (2011), foi e ainda vem sendo
utilizado amplamente para acelerar a regeneracéao tecidual, principalmente 6ssea (HE
et al., 2009; LUCARELLI et al., 2010). Em decorréncia de resultados inconstantes, a
previsibilidade de sua eficiéncia tem sido questionada (ANITUA et al., 2006;
CHOUKROUN et al., 2006a; MESSORA et al., 2007; GABLING et al. 2009; KANG et
al, 2011; MARIANO, MELO, AVELINO, 2012). Acredita-se que devido ao fato de que
o PRP promove uma rapida liberacéo dos fatores de crescimento e citocinas para 0s
tecidos, o que exerce um efeito descontrolado e de curta duracdo, o beneficio é
considerado pouco significativo na reparacao (HE et al, 2009; KANG et al., 2011; RAO
et al., 2012). Mas o papel das plaquetas € crucial ndo apenas na hemostasia, mas
também no processo de cicatrizacdo de feridas (GASSLING et al., 2010). Como
fragmentos citoplasmaticos anucleados sdo derivados de megacariocitos da medula
0ssea e repletas de granulos e de algumas mitocéndrias, afirmado por Gabling et al.
(2009), as plaguetas apresentam uma vida util que varia de 8 a 10 dias (DOHAN et
al., 2004). Esses granulos formam uma unidade de armazenamento de proteinas
fundamentais para a reparacéo de feridas (GABLING et al., 2009; ROY et al., 2011).
Possuem proteinas plaquetarias especificas, como o fator antiplaquetario e a
tromboglobulina, como também proteinas nédo especificas das quais podemos

destacar, a fibronectina, fatores da coagulacéo, fibrinogénio, fator de Von Willebrand,
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fatores de crescimento, inibidores da fibrindlise e imunoglobulinas (DOHAN et al.,
2004).

Assim a racionalidade para o uso local do PRP est4, sobretudo, no fato de que
plaguetas autélogas ativadas retidas na matriz de fibrina sdo uma fonte de sinais
moleculares que controlam crescimento e diferenciacdo celular através da liberacéo
de diversas proteinas e outras moléculas biologicamente ativas (NURDEN, 2011).

A liberagédo precoce e inicial dos fatores de crescimento e citocina ocorre devido
a presenca da trombina exdgena que, quando ativada, libera a maior parte dos fatores
de crescimento no primeiro dia, reduzindo drasticamente com 3, 7 e 14 dias. Além do
mais, a trombina parece exercer um efeito toxico sobre o corpo celular que em
guantidades elevadas pode dificultar a proliferacéo celular e a formacéo 0ssea. Isso
leva a liberacgéo rapida da maior parte dos fatores de crescimento, antes mesmo do
inicio da proliferacdo osteoblastica. Com isso, ndo sobram muitos fatores de
crescimento a serem libertados apds o inicio da multiplicagdo celular, quando
realmente sdo importantes para acelerar o processo de reparo. Outra dificuldade na
utilizacdo do PRP se da devido a uma propriedade mecanica fragil, o que favorece
uma fibrindlise rapida. Como é utilizado na forma de liquido ou gel na maioria das
vezes, apresenta um manuseio dificil, o que impede a sua implantacdo segura em um
local especifico quando se tem essa necessidade (LUCARELLI et al., 2010). Assim,
apos o estudo clinico pioneiro de Marx et al. (1998), pesquisadores avaliaram 0s
efeitos do PRP associado a enxertos 6sseos e/ou biomateriais em modelos animais
(CHOI et al., 2004; AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2005; GERARD et al., 2006;
NAGATA et al., 2010; MESSORA et al., 2013). Estudos clinicos posteriores a Marx et
al. (1998) também relatam essa associacao (WILTFANG et al., 2003; RAGHOEBAR
et al., 2005; INCHINGOLO et al., 2012; MARIANO; MELO; AVELINO, 2012). Esses
trabalhos, entretanto, tém demonstrado resultados contraditérios em relacdo a
formacdo e maturacdo 6sseas.

Diante disso, a Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (L-PRF) vem ganhando
amplo espaco na literatura cientifica (THORAT; PRADEEP; PALLAVI, 2011; WU et
al., 2012). Considerada como uma segunda linha de concentrado de plaquetas tem
sido discutida, a L-PRF foi introduzida por Joseph Choukroun et al. (2000), na Franca,
com indicagao principal para o reparo tecidual em cirurgia bucomaxilofacial e
Implantodontia (KANG et al., 2011; DOUGLAS et al., 2012). Gupta (2011) cita a sua

utilizacdo em varias areas da Odontologia. Vérios estudos tém demonstrado que a L-
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PRF promove uma liberacgéo lenta e gradual dos fatores de crescimento (DANIELSEN;
AGREN; JORGENSEN, 2010; ROY et al.,, 2011; THORAT; PRADEEP; PALLAVI,
2011; WU etal., 2012). Esse processo dura pelo menos uma semana podendo chegar
a 28 dias (DOHAN et al., 2004; CHANG; ZHAO, 2009; KANG et al., 2011). Assim, ele
cria condicdes favoraveis sobre o processo de reparo tecidual para que o mesmo
ocorra de forma adequada e mais rapida (ROY et al., 2011). Aplicacdes clinicas
positivas da L-PRF em cirurgias plasticas, segundo Ehrenfest et al. (2010) e Thorat,
Pradeep e Pallavi (2011), e em cirurgia oral de implantes dentarios e cirurgias
periodontais ja foram relatadas, de acordo com Chang E Zhao (2011), de modo que
Huang et al (2010) relata uma étima biocompatibilidade e nenhum efeito citotoxico da
L-PRF foi notado em sua pesquisa em células da polpa dental humana. Contudo, os
estudos em relacéo a regeneracao 6ssea sao escassos embora ja existam evidéncias
gue demonstram o crescimento e proliferacdo de osteoblastos humanos em contato
com a L-PRF (KANG et al., 2011; RAO et al., 2012; WU et al., 2012).

Diferentemente das outras técnicas de preparo dos concentrados de plaquetas,
o preparo da L-PRF exige uma técnica relativamente simples, ndo requer o uso de
anticoagulantes ou ativadores, como a trombina bovina (DOHAN et al., 2004; DOHAN
et al., 2006; CHANG; ZHAO, 2011; ROY et al., 2011; DOUGLAS et al., 2012; RAO et
al., 2012). Exige-se para sucesso dessa técnica da velocidade de coleta do sangue e
transferéncia do mesmo para centrifugacdo (DOHAN et al., 2006). Ao contrario do
PRP, a L-PRF néo se dissolve rapidamente apés a aplicacdo. A forte matriz de fibrina
€ lentamente remodelada de forma semelhante ao coagulo sanguineo natural
segundo estudos realizados por Dohan et al. (2009), o que lhe confere uma arquitetura
fisiol6gica favoravel para suportar o processo de cicatrizacdo. Junto a esse processo,
requer-se um arsenal de materiais muito pequeno, se restringindo a tubos de ensaio
esterilizados, seringas descartaveis e uma centrifuga (SINGH; KOHLI; GUPTA, 2012).
O protocolo de obtencéo se déa pela coleta de 10 ml de sangue do paciente que, sem
adicdo de qualquer anticoagulante, é imediatamente centrifugado a 3000 rota¢cdes por
minuto (rpm) durante 10 minutos. Ao final desse processo, podem ser vistas a olho nu
trés partes distintas no tubo: na parte inferior observam-se as células vermelhas do
sangue, na porcao central a L-PRF e na porgéo superior do tubo o plasma acelular ou
plasma pobre em plaquetas (PPP) (EHRENFEST et al., 2009; GUPTA et al., 2011).

Esta estrutura de fibrina possui uma complexa arquitetura com propriedades

mecanicas adequadas que abriga as células, fatores de crescimento e citocinas, além
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de servir como um veiculo para transporte destas substancias até os tecidos em
regeneracao (DOHAN et al., 2004; EHRENFEST et al., 2009; GASSLING et al., 2010;
WU et al., 2012). Entre as linhagens celular presente evidencia-se a presenca de
células-tronco mesenquimais, que contribuem para a regeneracao e proliferacdo das
células 6sseas e de muitos outros tecidos, favorecendo o reparo dos defeitos 6sseos.
Gracas a essas propriedades mecéanicas da L-PRF, como adesividade e resisténcia a
tracdo segundo Singh, Kohli e Gupta (2012), é possivel a obtencao de membranas de
fibrina que favorecem uma maior migracéo celular e funcionam como uma barreira
reabsorvivel de 6tima qualidade para a regeneracdo 0ssea guiada (SIMONPIERI et
al., 2004; CHANG; ZHAO, 2011; GUPTA et al., 2011). As propriedades hemostéticas,
angiogénicas e de biocompatibilidade da L-PRF sdo notaveis, e capazes de estimular
a regeneracado das células do peridsteo para evitar a instalacédo de defeitos 0sseos
nas cirurgias pre-protéticas ou para recobrir sitios de enxertos (RAOS et al., 2012).
Gassling et al (2010) cita que uma maior proliferacao celular pode ser observada com
a utilizacdo de membranas de L-PRF em comparacdo com membranas de colageno.

Para melhor compreender o efeito bioldégico da matriz de fibrina da L-PRF, é
necessario considerar a capacidade de estimulacdo da angiogénese, de controle
imunoldgico e de protecao da ferida. Devido a sua estrutura, a L-PRF pode dar suporte
ao desenvolvimento simultaneo destes trés fendbmenos, essenciais no processo de
reparo tecidual. A atividade angiogénica do material € explicada pelo formato
tridimensional da fibrina e pela acé&o das citocinas presas em suas malhas. A rigidez
da rede de fibrina favorece a formacéo dos capilares sanguineos pela estimulagéo
das células endoteliais pelos fatores de crescimento de fibroblastos (FCFb) e de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (GUPTA et al., 2011; SINGH; KOHLI; GUPTA
et al., 2012).

Outros fatores de crescimento importantes no processo de cura liberados pela
L-PRF séo o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), responsavel pela
migracao e proliferacdo de células mesenquimais de acordo com Dohan et al. (2004),
o Fator de Crescimento de Transformacdo (TGF-b) segundo Danielsen, Agren e
Jorgensen (2010), Chang e Zhao (2011) e Douglas et al. (2012), agindo como um
mediador da inflamagao favorecendo a cicatrizacdo dos tecidos como descreve
Ehrenfest et al. (2010) e o Fator de Crescimento de Insulina 1 e 2 (IGF) (GUPTA et
al., 2011). Este esté envolvido com a multiplicagcéo celular, estimula a apoptose com

objetivo de protecdo celular e também expressa quimiotaxia para os osteoblastos
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humanos favorecendo a regeneragédo 6ssea (DOHAN et al., 2004). Além disso, a L-
PRF contém interleucinas e fator de necrose tumoral capazes de ativar o sistema de
defesa segundo Garbling et al. (2009), que associados a migracdo de neutrofilos,
promovem fagocitose e degradacdo enzimética estimulada pela fibrina e o
fibrinogénio, demonstrando um papel importante no controle da imunidade (SINGH,;
KOHLI; GUPTA, 2012). Isso confere uma menor incidéncia de infeccbes pos-
operatérias quando o alvéolo é preenchido com L-PRF apds as extracdes dentarias
(GUPTA et al., 2011).

2.3 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

A anélise imunoistoquimica visa localizar antigenos em tecidos, explorando
principio de ligagdo especifica entre anticorpos e antigenos no tecido biologico.
Atualmente, o processo fisiologico da integracdo de enxertos 0sseos em seus leitos
receptores pode ser evidenciado com a identificacdo dos fatores de crescimento e
citocinas responsaveis pelo equilibrio dinamico de aposicao/reabsorcdo 0ssea. Na
pesquisa proposta, destacamos trés marcadores imunologicos envolvidos nesse
processo: Fator 2 de transcri¢ao relacionado ao RUNT (RUNX 2), Osteocalcina (OC)
e Fator endotelial de crescimento vascular (VEGF).

O RUNX 2 (do inglés, Runt-related transcription fator 2) é um fator de
transcricdo que tem por principal caracteristica expressar-se em pré-osteoblastos e
osteoblastos jovens. Portanto, a sua presenca evidencia propriedades osteoindutoras,
OuU Seja, sua presenca mostra 0 momento em que pré-osteoblastos se diferenciardo
em osteoblastos ativos (FRANCHESCHI, 2003).

Inicialmente, a regulacdo da cicatrizacdo 6ssea ocorre por diferenciacao
osteoblastica, no qual é mediada pelo RUNX 2. A transcricdo do RUNX 2 é regulada
através de proteinas morfogenéticas e FcFb nos estagios proximos de diferenciacéo
osteoblastica. A acdo do RUNX 2 € mediada por células mesenquimais pluripotentes
até o estagio final de diferenciacdo osteoblastica, momento no qual o processo €&
inibido (PEREIRA, 2017b).

A Osteocalcina € uma proteina ndo colagena, produzida pelas células
osteoblasticas e desenvolve um papel essencial no processo de mineralizacao 6ssea
(GARCIA-MARTIN, 2013). Estimulada pela vitamina K, a osteocalcina permite a

fixacdo do célcio e da hidroxiapatita na matriz extracelular, promovendo uma efetiva
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mineralizagdo no tecido 0sseo (XIAO, 2002). Além da biomineralizacdo na matriz
extracelular, a osteocalcina desempenha um papel de recrutamento de osteoclastos
envolvidos na remodelacao éssea (KOBAYASHI, 2013). Estudos imunoistoquimicos
tem também identificado a presenca de osteocalcina no o0sso alveolar, dentina e o
cemento. Isto por serem secretadas também pelos odontoblastos (BRITO, 2013).

O VEGF (do inglés, Vascular endotelial growth factor) é uma proteina de
sinalizacédo que induz o crescimento de novos vasos sanguineos. Est4 associado ao
mecanismo de angiogénese e osteogénese que ocorrem durante o reparo 0Sseo,
exercendo, inclusive, efeito quimiotético nos osteoblastos (STREET, 2002).

A cicatrizacdo 6ssea requer um ambiente adequado para promover formacao
vascular a fim de fornecer nutrientes e oxigénio ao enxerto. O VEGF € um dos mais
importantes fatores de crescimento vascular porque promove a migracdo e
proliferacdo de células endoteliais (PEREIRA, 2017a).

O VEGEF é o principal regulador do crescimento vascular tanto na angiogénese
normal quanto na patolégica e é, por conseguinte, o fator mais substancial para induzir
0 crescimento terapéutico de novos vasos sanguineos (HELMRICH, 2013).

Um estudo in vitro realizado por Helmrich et al (2013) indicou que a sobre-
expressdo de VEGF extraido de células tronco da medula éssea humana modificada
geneticamente produziu duas condicbes que caminham em direcdes totalmente
opostas: a primeira foi alcancar melhor potencial osteogénico pelo aumento da
vascularizacao de enxertos; a segunda situagéo foi aumentar o potencial de prejudicar
a formacao de tecido 6sseo, elevando o recrutamento de osteoclastos e reabsorcao
0ssea. Por isso, o equilibrio entre a angiogénese estimulada por VEGF, osteogénese
e reabsorcao 6ssea deve ser investigadas em modelos controlados, a fim de conceber
estratégias racionais que exploram o potencial pro-angiogénico da expressao de

VEGF para uma aplicacéo clinica.
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3 OBJETIVOS

O presente estudo investigou o efeito isolado ou combinado da L-PRF e do
enxerto ésseo bovino sobre o reparo 6sseo de defeitos criticos na calvaria de ratos

por meio de analises histométrica e imunoistoquimica.
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4. MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagcdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG pelo ndmero
22/2017 (ANEXO A).

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Para o presente trabalho foram utilizados 40 ratos (Rattusnorvegicus, albinus,
Wistar), machos, com peso entre 350 e 450 gramas e idade aproximada entre 9 e 11
semanas (Biotério da Universidade Federal de Alfenas-MG — Unifal-MG). Os animais
se mantiveram em um ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz
controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e consumo de racao solida e agua ad

libitum durante todo periodo experimental.

4.2. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados por injecao intramuscular de xilazina (6mg/kg)
e quetamina (70mg/kg).

Posteriormente foi realizada tricotomia na regido fronto-parietal da calvaria dos
animais e, posteriormente, anti-sepsia com polivinilpirrolidona-iodado (PVPI) a 10%
com 1% de iodo ativo (Figura 1).

A seguir, com uma lamina de bisturi n ° 15 foi realizada uma incisdao em “U”,
com base caudal na calvaria do rato. A incisdo atingiu o periosteo, permitindo o
deslocamento de um retalho de espessura total em direcéo posterior.

Com broca trefina de 5mm de diametro (3i), acoplada em motor BLM 600 plus
(Driller) e sob refrigeracdo abundante com soro fisiol6gico estéril, foi preparada uma
cavidade cirdrgica circular com 5mm de diametro (defeito de tamanho critico) na
calvéaria do rato. O defeito incluiu uma porcao da sutura sagital. Marcacdes em formato
de “L” foram feitas a 2mm anterior e a 2 mm posterior as margens do defeito cirurgico
e preenchidas com ionémero de vidro (Vidrion, Rio de Janeiro, Brasil) (SILVA et al.,
2016). O maior eixo de cada “L” localizou-se sobre uma linha imaginaria longitudinal
cranio-caudal que dividiu o defeito cirdrgico ao meio (Figura 2). Estas marcagcfes

foram Uteis para a identificacdo do meio do defeito cirdrgico original durante o
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processamento laboratorial, permitindo localizar as margens 0sseas originais do

defeito durante a andlise histologica (SILVA et al., 2016).

Figura 1 — Criacdo do defeito cirargico na calvaria dos animais: passos da técnica cirdrgica

Fonte: Acervo do orientador.
Notas: (A) Tricotomia; (B) Incisdo de base caudal; (C) Divulsdao do retalho total; (D) Retalho
divulsionado e afastado; (E) Ostectomia com broca trefina; (F) Defeito dsseo criado.
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Figura 2 - Confeccdo das para identificacdo dos limites do defeito Gsseo

canaletas

Fonte: Acervo do orientador.

Notas: (A) Confecgdo das canaletas em “L” com ponta diamantada em alta rotagéo; (B) Canaletas
posicionadas bilateralmente ao defeito 6sseo; (C) Canaleta distanciada a 2mm da borda posterior do
defeito; (D) canaleta a 2mm da borda anterior do defeito; (E) Preenchimento da canaleta com ion6mero
de vidro; (F) Canaletas preenchidas com iondmero; (G) Exérese do tecido 6sseo ostectomizado; (H)
Aspecto final do defeito 6sseo.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos, com 8 ratos em cada
grupo, considerando que se fez necessaria a utilizacdo do grupo controle negativo —

coagulo sanguineo preenchendo naturalmente os defeitos das calvarias — e o controle
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positivo — defeitos preenchidos com osso autégeno considerado “padrdo ouro” nos

preenchimentos das cavidades 0sseas:

a)

b)

d)

GRUPO CO (coagulo): uma cavidade cirargica de 5 mm de diametro na calvéria
do animal sem o preenchimento de nenhum material de enxerto, apenas com o
coagulo sanguineo natural.

GRUPO AUT (autdégeno): uma cavidade cirargica de 5 mm de diametro na
calvaria do animal com preenchimento de osso autdgeno particulado e obtido da
prépria calvaria do animal.

GRUPO L-PRF (fibrina rica em plaquetas e leucécitos): foi realizada na calvaria
do animal uma cavidade cirdrgica de 5 mm de diametro que permaneceu
preenchida com L-PRF autogena.

GRUPO BIO (osso bovino): uma cavidade cirargica de 5 mm de diametro na
calvaria do animal foi preenchida com osso bovino particulado (Bio-Oss®,
Geistlich Pharma AG, Suica);

GRUPO BIO-L-PRF (osso bovino + fibrina rica em plaquetas e leucdcitos): uma
cavidade cirurgica de 5 mm de diametro na calvaria do animal foi preenchida com
0sso bovino particulado (Bio-Oss®, Geistlich Pharma AG, Suica) associado a L-
PRF autdgena.

Para o grupo em que as cavidades foram preenchidas com osso autégeno, o

0sso da calota craniana removido com a broca trefina foi triturado com auxilio de um

triturador para osso e devolvido a cavidade (Figura 3).
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Figura 3 — Método de obteng&o do 0sso autégeno

Fonte: Acervo do orientador.
Notas: (A) Triturador de osso; (B) Defeito 6sseo criado na calvaria com trefina; (C) Osso autégeno da
calvaria para trituracéo; (D) Osso da calvaria triturado.

Para o grupo em que as cavidades foram preenchidas com L-PRF, o defeito
osseo foi preenchido com a L-PRF obtida a partir da centrifugacdo do sangue do
préprio animal (protocolo descrito no item 4.3).

Depois de preenchidos os defeitos, os tecidos moles foram reposicionados e
suturados com fio de nylon 5-0.

Apés a cirurgia, 0s animais receberam uma dose Unica de penicilina G -
benzatina 0,2mL/100mg de peso corporal (Pentabiodtico Veterinario para animais de
pequeno porte - Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil), via intramuscular, e uma dose
analgésica de 0,5 ml de fosfato de codeina (ampola 30mg/2mL), por via intramuscular.
As doses analgésicas foram administradas ao final do procedimento e por mais 3 dias
de 4 em 4 horas (MARIANO et al. 2010).

O acompanhamento foi feito todos os dias na primeira semana do poés-
operatério e de 15/15 dias, para avaliacdo clinica, alternando os animais a fim de

minimizar o estresse gerado pelo manejo.
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Cada grupo foi subdividido de acordo com os periodos experimentais de 4 e 8
semanas (MESSORA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2016).

4.3. PROTOCOLO PARA OBTENCAO DA L-PRF

A L-PRF seguiu os mesmos parametros descritos por Oliveira et al. (2015) em todos
0S seus passos descritos abaixo.

4.3.1 Puncéo intracardiaca e retirada do sangue

Realizou-se a puncao intracardiaca com agulha 25x7 acoplada em seringa de
5 ml (Prolab - Materiais para Laboratérios, Sdo Paulo, SP, Brasil), diretamente no
ventriculo esquerdo do animal (Figura 4). Um volume de aproximadamente 3,5 ml de
sangue foi retirado e centrifugado imediatamente para a producédo da L-PRF autégeno
dos ratos que receberam o defeito na calvaria.

Figura 4 - Puncao intracardiaca e retirada do sangue
para obtencéo da L-PRF

Fonte: Acervo do orientador.
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4.3.2 Separacéo celular

A separacdo dos elementos do sangue foi realizada por centrifugacéo
(Centrifuga de Bancada NT 810, Novatécnica Equipamentos para Laboratorio,
Piracicaba, SP, Brasil). O sangue coletado foi centrifugado uma Unica vez a 3000 rpm
por 10 minutos sem a adi¢do de qualquer anticoagulante como preconizado por Dohan
et al. (2006), resultando em trés componentes basicos: células vermelhas do sangue
(fundo do tubo), Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos—L-PRF (meio do tubo) e
plasma pobre em plaguetas ou componente seroso ou acelular-PPP (parte superior
do tubo) como observado na Figura 5.

Figura 5 - Separacdo dos componentes do sangue apoés a
centrifugacéo

Fonte: Acervo do orientador.

Nota: (A) plasma pobre em plaguetas (PPP); (B) Fibrina Rica em
Plaquetas e Leucécitos (L-PRF); (C) células vermelhas do
sangue.

4.3.3 Isolamento da L-PRF

Apés a centrifugacao, a por¢cdo do meio do tubo (L-PRF) foi pincada para

separda-la dos restantes dos componentes do sangue (Figura 6).
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Figura 6 - Separacdo da L-PRF dos demais
componentes do sangue por
pincamento

Fonte: Acervo do orientador.

4.4 EUTANASIA

Quatro animais de cada grupo foram eutanasiados em 4 e 8 semanas pos-

operatorias por inalacdo excessiva de gas carbonico (COy).

4.5 PROCESSAMENTO DAS PECAS

As pecas obtidas dos ratos foram fixadas em formol neutro a 10%, lavadas em
agua corrente e descalcificadas em solucdo de acido etilenodiaminotetracético
(E.D.T.A) a 18%. Apds descalcificacdo inicial, cada peca foi dividida
longitudinalmente em dois blocos, exatamente ao longo do centro do defeito cirdrgico
original, usando-se os maiores eixos de cada marcacdo de iondmero de vidro com
formato de “L” como referéncia. Foram realizados, também, cortes transversais que
tangenciaram o eixo menor de ambas as marcagdes em “L”, de modo que cada
espécime se apresentou com 9 mm de extensdo no sentido longitudinal (Figura 7).
Assim, tornou-se possivel a determinagdo precisa dos limites do defeito cirtrgico

original. Apds um periodo de descalcificacdo adicional, as pecas foram processadas
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e incluidas em parafina. Foram realizados cortes seriados no sentido longitudinal da
peca com 5 micrometros de espessura, iniciados a partir do centro do defeito cirurgico
original. Os cortes foram corados pelas técnicas da Hematoxilina e Eosina (HE).

Figura 7 - (A) Corte longitudinal ao longo da linha central (Y) do defeito de tamanho critico; (B) Cortes
transversais (X); (C) Dimens@es do espécime a ser embebido em parafina

Y Y
| A
5mm ; | 5mm
‘ X 2mm’ 2mm {
T e 1 ' c
A B

Fonte: Adaptado de Messora et al. (2007).

4.6 ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes histologicos corados por Hematoxilina e Eosina foram avaliados
gualitativamente em microscopia o6tica, observando os seguintes aspectos (SILVA et
al, 2016):

a) Qualidade e intensidade da reacéo inflamatéria desenvolvida;
b) Presenca de fibroblastos e fibras colagenas;
c) Presenca de tecido de granulacdo e formacéo das trabéculas 6sseas;

d) Tipo e qualidade do tecido formado no interior do defeito cirdrgico.

4.7 ANALISE HISTOMETRICA

Os cortes histologicos foram selecionados de maneira que a neoformacgao
0ssea no defeito cirargico original pudesse ser avaliada histometricamente em toda a
sua extensdo em comparagdo ao volume désseo total. As imagens dos cortes

histolégicos foram capturadas por meio de uma camera digital (Axiocam MRc 1.4 Mb
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- Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada a um microscopio Optico binocular
(AxioLab - Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) com um aumento original de 10X e 40x
(lente objetiva N - Achroplan) e salvas em um computador. A analise histométrica foi
realizada com o auxilio de um software (AxionVision 4.8, Carl Zeiss,Alemanha). Os
seguintes critérios baseados nos trabalhos de Melo et al. (2005) e Messora et al.
(2007) foram utilizados para padronizar a analise histométrica das imagens
digitalizadas:

1) A area total (AT) a ser analisada correspondeu a area total do defeito cirtrgico. Esta
area foi determinada pela identificacdo das superficies interna e externa da calvéaria
original nas margens direita e esquerda do defeito cirdrgico. Estas superficies foram
conectadas com linhas desenhadas seguindo suas curvaturas. Foram entdo medidas
a partir das extremidades dos espécimes 2 mm em direcdo ao centro do defeito para
estabelecer os limites do defeito cirargico original. A area de osso (AO) foi delineada
dentro dos limites da area AT.

2) A AT foi medida em pm? e considerada 100% da area a ser analisada. A AO também

foi medida em pm? e calculada como porcentagem de AT.

4.8 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Foi realizada a inibicdo da atividade da peroxidase enddégena com peroxido de
hidrogénio, a recuperacdo antigénica com tampao citrato a 60° por 20 minutos, e 0
bloqueio das reacdes inespecificas com leite desnatado e albumina bovina durante as
incubacdes dos anticorpos.

Foram utilizados os anticorpos primarios contra RUNX 2 (fator 2 de transcricédo
relacionado ao Runt), OC (osteocalcina) (Santa Cruz Biotechnology®) e VEGF (fator
de crescimento vascular endotelial) e, anticorpo secundario biotinilado (Pierce
Biotechnology®), o amplificador Streptavidina Biotina (Dako®) e a diaminobenzidina
(Dako®) como cromogeno. Ao término das reacdes foi realizada a contra-coloracéo
dos cortes com hematoxilina de Harris. Foram realizados controles negativos (pela
omissao dos anticorpos primarios) para evitar a analise de falsos positivos.

Para a analise foi utilizado um microscopio 6ptico com objetiva de aumento 16
e 25X Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma
camera de captura de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg,

Switzerland) e conectado a um microcomputador com um software analisador de
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imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box, Leica Imaging Manager -IM50
Demo Software). Trés imagens foram obtidas de cada lamina para andlise: As duas
bordas e o centro do defeito. Para efeito comparativo da intensidade das
imunomarcacgdes entre 0s grupos experimentais, foi criado um escore onde as
imunomarcacoes foram classificadas em uma escala de 4 graus: ausente (-), leve (+),
marcagao moderada (++) e marcagao intensa (+++). Assim, os escores utilizados
foram: marcacéo, sendo consideradas positivas as marcagcdes com diaminobenzidina,
tomando-se o cuidado de se realizar controles negativos para avaliar a especificidade
dos anticorpos (PEDROSA, 2009).

Os escores referentes a intensidade de imunomarcacao estdo de acordo com
trabalhos previamente publicados (PEDROSA, 2009; DEMPSTER et al, 2013;
PEREIRA, 2017b).
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5 RESULTADOS

Os animais se mantiveram saudéaveis durante todo o periodo experimental,
demonstrando boa tolerabilidade ao procedimento cirirgico e auséncia de sinais de

infeccdo apos as intervengodes.

5.1 AVALIACAO HISTOLOGICA QUALITATIVA: 4 SEMANAS

No periodo experimental de 4 semanas nenhum dos espécimes apresentou

fechamento completo do defeito cirurgico.

5.1.1 Grupo Coéagulo (CO)

A formacéo 0ssea observada foi discreta, restrita as margens do defeito (Figura
8), sendo predominante a presenca de tecido conjuntivo com um grande namero de
fibroblastos e poucas fibras colagenas (Figura 9A). A regido do defeito mostrou
espessura menor que a espessura da calvaria original. Em alguns pontos pode-se

observar a presenca de infiltrado inflamatério (Figura 9B).

Figura 8 — Viséo panoramica do defeito 6sseo do grupo CO no periodo experimental de 4 semanas
(Aumento 6.3x. HE)

it

Fonte: Do autor.
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Figura 9 — (A) Tecido conjuntivo mostrando a presenca de fibroblastos numa &rea de pouca formagéo
de fibras colagenas do grupo CO no periodo experimental de 4 semanas (centro do defeito.
Aumento 40x. HE); (B) presenca de infiltrado inflamatdrio do grupo CO no periodo
experimental de 4 semanas (borda do defeito. Aumento 10x HE
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Fonte: Do autor.

5.1.2 Grupo Osso Autégeno (AUT)

A analise microscopica dos cortes das calvarias do grupo mostrou neoformacéao
Ossea a partir das bordas do defeito em direcdo ao centro embora sem o
preenchimento completo do defeito. O tecido dsseo neoformado apresentou um
aspecto menos denso e mais vascularizado em relacdo ao 0sso nativo da calvaria,
permitindo a diferenciacdo da interface osso neoformado/nativo (Figura 11).
Observou-se na regido do osso neoformado manutencdo da espessura do defeito
(Figura 10).

Figura 10 — Vis&o panoramica do defeito 6sseo do grupo AUT no periodo experimental de 4 semanas
(Aumento 6.3x. HE)

Fonte: Do autor.
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Figura 11 — Osso neoformado junto ao 0sso nativo, com boa
mineralizacdo, circundado por tecido conjuntivo
maduro do grupo AUT no periodo de 4 semanas (Borda
do defeito. Aumento 40x. HE
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Fonte: Do autor.

5.1.3 Grupo Bio-Oss® (BIO)

Novo osso bem desenvolvido foi observado restrito as margens do defeito. As
particulas de Bio-Oss® preenchiam a maior parte do defeito (Figura 12), mantendo a
espessura da calvaria original e apresentaram-se circundadas por tecido conjuntivo
rico em fibroblastos, em alguns pontos com caracteristicas de tecido maduro e bem
organizado com presenca de matriz ostedide e osteoblastos (Figura 13), e em outras
regides frouxo e desorganizado. A maioria das particulas apresentou-se fissurada com
invaginacao de tecido conjuntivo em suas fissuras e centros escavados. Em algumas

areas foi observada a presenca de infiltrado inflamatério.

Figura 12 — Visao panoramica do defeito 6sseo do grupo BIO no periodo experimental de 4 semanas
(Aumento 6.3x. HE)

Fonte: Do autor.
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Figura 13 — Tecido conjuntivo rico em fibroblastos, em alguns
pontos com caracteristicas de tecido maduro e bem
organizados com presenca de matriz ostedide e
osteoblastos do grupo BIO no periodo experimental
de 4 semanas (Aumento 40x. HE)

.

Fonte: Do autor.

5.1.4 Grupo PRF-L (L-PRF)

Foi notada neoformacao 6ssea em ambas as margens do defeito 6sseo, sendo
mais evidente em uma das margens. A formacao 6ssea progrediu das extremidades
do defeito para o seu centro de forma que a menor espessura de tecido 0sseo foi
observada na porcao central do defeito cirdrgico e grande parte do mesmo ainda
encontrava-se repleto de tecido conjuntivo frouxo com moderada quantidade de
fibroblastos e raras células inflamatérias. A porcdo de osso neoformado mostrava
gualidade adequada caracterizada por trabéculas densas e tecido conjuntivo nas
adjacéncias (Figura 15). Em alguns espécimes foram observadas formacfes dsseas

“isoladas” ao longo do defeito (Figura 14).
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Figura 14 — Visao panoramica do defeito 6sseo do grupo L-PRF no periodo experimental de 4 semanas
(Aumento 6,3x. HE)

Fonte: Do autor.

Figura 15 — Trabéculas 6sseas densas e tecido conjuntivo nas
adjacéncias do grupo L-PRF no periodo
experimental de 4 semanas (Aumento 40x. HE) .

Y

AR, T
Fonte: Do autor.

5.1.5 Grupo Bio-Oss® associado ao L-PRF (BIO-L-PRF)

Uma neoformacdo Ossea bem desenvolvida foi observada em todos os
espécimes sendo maior em uma das margens do defeito e aproximando-se de sua
regido central. A espessura do novo 0sso acompanhou a espessura da calvaria
original. As particulas de Bio-Oss® encontravam-se distribuidas ao longo do defeito e
circundadas por tecido conjuntivo maduro, com muitas fibras colagenas e moderada
guantidade de células e vasos sanguineos associados a grande quantidade de matriz
ostedide (Figura 16). O aspecto fissurado das particulas e presenca de centros
escavados ao redor das mesmas com invaginacao de tecido conjuntivo foi percebido

em varias regides. Outras regides mostraram formacéo 6ssea importante (Figura 17).
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Figura 16 — Visdo panoramica do defeito ésseo do grupo BIO-L-PRF no periodo experimental de 4
semanas (aumento 6.3x. HE)

Fonte: Do autor.

Figura 17 - Osso neoformado e tecido conjuntivo nas regides proximas
a borda do defeito e areas com osteoblastos e matriz
ostedide do grupo BIO-L-PRF no periodo experimental
de 4 semanas (Aumento 40x. HE)

L

Fonte: Do autor.

5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA QUALITATIVA: 8 SEMANAS
Igualmente ao periodo experimental de 4 semanas, o periodo experimental de 8
semanas nenhum dos espécimes apresentou fechamento completo do defeito

cirargico.

5.2.1 Grupo Coagulo (CO)

A formacéo 6ssea permaneceu limitada as margens do mesmo. Porém, maior

guantidade de trabéculas 6sseas foi observada e o tecido 6sseo apresentou-se bem
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desenvolvido. O tecido conjuntivo ao longo do defeito apresentou grande quantidade
de fibras colagenas e espessura bem menor que a espessura da calvéaria original
(Figura 18).

Figura 18 — Viséo panoramica do defeito 6sseo do grupo CO no periodo experimental de 8 semanas
(Aumento 6.3x. HE)

Fonte: Do autor.

5.2.2 Grupo Osso Autégeno (AUT)

A analise microscoépica dos espécimes mostrou neoformacao de tecido 6sseo
nas margens do defeito cirdrgico com maior intensidade em relacdo ao periodo
anterior (Figura 19). Observa-se que a maior parte do defeito esta preenchido por
tecido 6sseo neoformado, com manutencéo da altura das margens ésseas (Figura
20).

Figura 19 — Viséo panoramica do defeito ésseo do grupo AUT no periodo experimental de 8 semanas
(Aumento 6.3x. HE)

Fonte: Do autor.



50

Figura 20 — Osso neoformado no centro do defeito, com tecido conjuntivo
maduro entre as trabéculas no grupo AUT no periodo
experimental de 8 semanas (Aumento 40x. HE)

r o ™ N

s

5.2.3 Grupo Bio-Oss® (BIO)

Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito. A maior
neoformacédo Ossea localizou-se préoxima as margens do defeito de ambos os lados,
estendendo-se em direcdo ao seu centro. Em varios pontos foram observadas
trabéculas Osseas isoladas ao longo do defeito. As particulas de Bio-Oss®
apresentaram invaginacao de tecido conjuntivo em seus centros escavados e fissuras
(Figura 22). Entretanto, foi percebido um tecido conjuntivo mais denso, organizado e
com presenca de matriz ostebide e maior neoformacdo éOssea neste periodo
experimental do que no periodo de 4 semanas. Uma tendéncia de manutencédo da
espessura da calvaria original no novo osso depositado e tecido conjuntivo

circunjacente foi observada (Figura 21).

Figura 21 — Visao panoramica do defeito 6sseo do grupo BIO no periodo experimental de 8 semanas
(Aumento 6.3x. HE)

Fonte: Do autor.
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Figura 22 - Particula de osso bovino remanescente e tecido conjuntivo e
matriz ostedide nas adjacéncias. Infiltrado inflamatério a
direita (Grupo BIO. 8 semanas. Aumento 40x. HE)

Fonte: Do autor.

5.2.4 Grupo L-PRF

Nenhum espécime apresentou formacao O0ssea ao longo de todo o defeito.
Tecido 6sseo neoformado bem desenvolvido foi observado proximo as margens do
defeito e ao longo do mesmo, trabéculas 6sseas isoladas foram vistas entre o tecido
conjuntivo denso e organizado (Figura 24). Os tecidos 6sseo e conjuntivo depositados
ao longo do defeito apresentaram espessura discretamente menor a espessura

original da calvaria (Figura 23).

Figura 23 — Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo L-PRF no periodo experimental de 8
semanas (Aumento 6.3x. HE)

Fonte: Do autor.
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Figura 24 — Osso com caracteristicas de maduro e tecido conjuntivo
bem organizado nas adjacéncias e locais de matriz
oste6ide formada do grupo L-PRF no periodo
experimental de 8 semanas. (Aumento 40x. HE)

Fonte: Do autor.

5.2.5 Grupo Bio-Oss® associado ao L-PRF (BIO-L-PRF)

Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito 6sseo. O novo
osso foi depositado das margens do defeito em direcdo ao seu centro. Em todos os
espécimes foi observada uma manutencédo da espessura da calvaria original no tecido
0sseo neoformado. As particulas de Bio-Oss® encontraram-se dispersas ao longo do
defeito, sendo encontradas em menor namero e tamanho quando comparadas ao
periodo experimental de 4 semanas. As particulas remanescentes apresentavam-se
fissuradas e circundadas por centros escavados com tecido conjuntivo bem
organizado invaginado e matriz oste6ide em abundancia (Figura 25). Em diversos
pontos do defeito ja havia auséncia das particulas de Bio-Oss® que deram lugar a

formacfes Osseas isoladas (Figura 26).

Figura 25 — Visédo panoramica do defeito 6sseo do grupo BIO-L-PRF no periodo experimental de 8
semanas (Aumento 6.3x. HE)

S

Fonte: Do autor.
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Figura 26 — Regido proxima a borda do defeito com auséncia das particulas de
Bio-Oss® e com formacdes 6sseas isoladas do grupo BIO-L-PRF no
periodo experimental de 8 semanas. (Aumento 40x. HE)

Fonte: Do autor.

5.3 ANALISE HISTOMETRICA E ESTATISTICA

A percentagem de formacédo Ossea levando-se em conta a AT (area total do
defeito) e AO (area de o0sso) de cada espécime segundo os periodos e grupos
experimentais serviram para o calculo das médias percentuais da histometria da AO,
mostrada na Tabela 1. Observa-se que a maior média percentual de formacéo éssea
tanto no periodo de 4 como no de 8 semanas foi encontrada no grupo BIO-L-PRF,
correspondendo a 54,05% e 63,58% respectivamente. A menor média percentual foi
observada no grupo CO para 4 e 8 semanas com médias de 16,70% e 20,55%,
respectivamente e sem diferenca estatistica significante (TABELA 5). Isso reforca que

o defeito na calvaria de 5mm pode mesmo ser considerado defeito de tamanho critico.

Tabela 1 - Médias percentuais e desvio padrao dos dados da histometria da AO segundo os periodos

experimentais
4 semanas 8 semanas
Grupo N Média Desvio padréo n Média Desvio padrédo
CO 4 16,70 2,4724 4 20,55 0,9842
AUT 4 36,05 5,6991 4 55,56 1,5572
BIO 4 26,15 1,6831 4 57,34 1,4703
L-PRF 4 28,12 2,0767 4 47,75 1,6769
BIO-L-PRF 4 54,05 2,8349 4 63,58 2,1915

Fonte: Do autor.



54

Grafico 1 - Representacao grafica das médias percentuais da AO nos diferentes grupos experimentais,

considerando os periodos de avaliacao
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Fonte: Do autor.

Apoés a submissdo dos dados de histometria da AO dos diferentes grupos e
periodos experimentais a analise de variancia (ANOVA), foi observada diferenca
estatistica entre os dados (a<0,05) (TABELA 2). Entéo foi realizado o teste de Tukey
a 5% de significancia para poder observar entre quais periodos ocorreram estas
diferencas (TABELA 5).

Quando se considerou todo o periodo experimental, a comparacdo entre 0s
grupos mostrou semelhanca estatistica entre os Grupos Autdégeno e 0s grupos com
Bio-Oss® e L-PRF (TABELA 3). Isso reforca o bom desempenho como material de

preenchimento promovido pelo Bio-Oss® e/ou L-PRF.

Tabela 2 — Andlise de variancia (ANOVA) para AO segundo 0s grupos

ANOVA
Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Histometria X Grupos 4 68,102 17,020 15,3211 0,0001
Residuo 35 38,900 111,051
Total corrigido 39 106,002

Fonte: Do autor.
Notas: G.L.: graus de liberdade; S.Q.: soma dos quadrados; Q.M.: média dos quadrados.



Tabela 3 — Teste de Tukey para as médias percentuais de AO segundo 0s grupos

Grupos N Média Homogeneidade

CO 8 18,6250 A

AUT 8 45,8550 B

BIO 8 41,7450 BC

L-PRF 8 37,9350 C

BIO-L-PRF 8 58,8150 BD

Contraste Diferenca Q (p)
1-2 27,2300 7,3085 <0,01
1-3 23,1200 6,2054 <0,01
1-4 19,3100 5,1828 <0,01
1-5 40,1900 10,7870 <0,01
2-3 4,1100 1,1031 ns
2-4 7,9200 2,1257 ns
2-5 12,9600 3,4785 ns
3-4 3,8100 1,0226 ns
3-5 17,0700 4,5816 <0,05
4-5 20,8800 5,6042 <0,01

Fonte: Do autor.
Nota: ns: ndo significante.

Tabela 4 — Analise de variancia (ANOVA) para AO segundo os periodos experimentais

ANOVA
Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Grupos 3 25,4019 8,467 1.2679 0,3049
Periodos 9 10486,809 1165,201 174,4793 0,0001
Residuo 27 180,310 6,678
Total corrigido 39 10692,5209

Fonte: Do autor.
Notas: G.L.: graus de liberdade; S.Q.: soma dos quadrados; Q.M.: média dos quadrados.
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Tabela 5 — Teste de Tukey para as médias percentuais de AO segundo os periodos experimentais

(Continua)

Grupos N Média Homogeneidade

1.CO 4 sem 4 16,70 A

2.AUT 4 sem 4 36,05 B

3.BIO 4 sem 4 26,15 C

4.L-PRF 4 sem 4 28,12 C

5.BIO-L-PRF 4 sem 4 54,05 D

6.CO 8 sem 4 20,55 A

7.AUT 8 sem 4 55,56 D

8.BIO 8 sem 4 57,34 D

9.L-PRF 8 sem 4 47,75 E

10.BIO-L-PRF 8 sem 4 63,58 DF

Contraste Q (p) Contraste Q (p)
1-2 15,0529 <0,01 4-10 27,4436 <0,01
1-3 7,3136 <0,01 5-6 25,9266 <0,01
14 8,8383 <0,01 5-7 1,1686 ns
1-5 28,9063 <0,01 5-8 2,5462 ns
1-6 2,9796 ns 5-9 4,8758 <0,05
2-3 7,7393 <0,01 5-10 17,3756 <0,01
2-4 6,2147 <0,01 6-10 33,3022 <0,01
2-5 13,8533 <0,01 7-9 6,0444 <0,01
3-4 1,5246 ns 7-10 6,2069 <0,01
3-5 21,5926 <0,01 8-9 71,4220 <0,01
3-8 24,1389 <0,01 8-10 4,8293 ns
4-5 20,0680 <0,01 9-10 12.2513 <0,01
4-9 15,1922 <0,01
1-2 15,0529 <0,01 4-10 27,4436 <0,01
1-3 7,3136 <0,01 5-6 25,9266 <0,01
1-4 8,8383 <0,01 5-7 1,1686 ns
1-5 28,9063 <0,01 5-8 2,5462 ns
1-6 2,9796 ns 5-9 4,8758 <0,05
2-3 7,7393 <0,01 5-10 7,3756 <0,01
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(Continuacgéo)

Contraste Q (p) Contraste Q (p)
2-4 6,2147 <0,01 6-10 33,3022 <0,01
2-5 13,8533 <0,01 7-9 6,0444 <0,01
3-4 1,5246 ns 7-10 6,2069 <0,01

Fonte: Do autor.
Nota: ns: ndo significante.

5.4 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

A utilizacdo dos anticorpos primarios contra RUNX 2 (fator 2 de transcricdo
relacionado ao Runt), VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) e OC
(osteocalcina) (Santa Cruz Biotechnology®), anticorpo secundario biotinilado (Pierce
Biotechnology®), o amplificador Streptavidina Biotina (Dako®) e a diaminobenzidina
(Dako®) como cromégeno, permitiram através da captacdo das imagens dos cortes
histolégicos, que fosse realizada a analise imunoistoquimica nos grupos
experimentais abaixo nos periodos de 4 e 8 semanas.

As fotomicrografias com a imunomarcacdo RUNX 2, obtidas no periodo de 4
semanas para o Grupo BIO (Bio-Oss®) mostraram uma leve coloracdo para essa
proteina. No periodo de 8 semanas percebe-se uma menor expressdo de RUNX 2
para todos os grupos indicando uma menor atividade de diferenciacdo osteoblastica.

Na andlise das imunomarcacfes para OC foram observadas marcacdes
positivas nos osteoblastos dos trés grupos experimentais avaliados. O biomarcador
OC mostrou-se menos presente nos grupos do periodo de 4 semanas e foram
expressos com intensidade moderada no periodo de 8 semanas. Isso pode ser
explicado pelo aumento de atividade da mineralizacdo 6ssea com atuacéo agora de
osteoclastos, colaborando no processo de remodelacdo do defeito. Especificamente
no periodo de 8 semanas, nas areas em que houve formacéo 6ssea, foi observada a
marcacdo de osteocalcina junto a matriz 6ssea mineralizada, mostrando maior grau
de maturidade nestes espécimes. Foi observada imunomarcacao leve para o grupo
CO em 4 e 8 semanas. Para os grupos AUT e BIO e BIO-L-PRF, no periodo de 8
semanas, a imunomarcac¢ao foi moderada.

O VEGF foi 0 marcador que apresentou maior expressao nesse estudo por se

relacionar com o processo cicatricial inicial, pois promove a migragéo e proliferacao
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de células endoteliais na regido do defeito. Mesmo apdés semanas, o VEGF foi

encontrado mantendo uma expresséao moderada.

Tabela 6 - Médias dos dados da analise imunoistoquimica da borda do defeito (BD) e centro do defeito
(CD) para RUNX 2 segundo os periodos experimentais

4 semanas 8 semanas
Grupo BD CD Moda BD CD Moda
CO + + + +
+ - + +
+ - + + + +
+ + + -
AUT ++ ++ ++ ++
++ ++ + +
++
++ ++ + + +
++ ++ + +
BIO + + + +
+ + + +
+
+ + + + +
+ + + +
L-PRF ++ ++ + +
++ ++ + +
++
++ ++ + + +
++ ++ + +
BIO-L- ++ ++ + +
PRF ++ ++ t ++ ++ +
++ ++ + +
++ ++ + +

Fonte: Do autor.
Notas: (-): marcacdo ausente; (+): marcacgédo leve; (++): marcacdo moderada; (+++): marcacao
intensa.
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Figura 27 — Imunomarcacao de RUNX 2 no periodo de 4 semanas para 0s grupos experimentais (CO:
leve; AUT: moderada) e periodo de 8 semanas (CO: leve; AUT: leve) pela andlise
imunoistoquimica (Imunomarcacdes indicadas pelas setas)

RUNX 2

4 semanas

8 semanas

Fonte: Do autor.

Figura 28 — Imunomarcacgéo de RUNX 2 no periodo de 4 semanas para 0s grupos experimentais (BIO:
leve; L-PRF: moderada; BIO-L-PRF: moderada) e periodo de 8 semanas (BIO: leve; L-PRF:
leve; BIO-L-PRF: leve) pela analise imunoistoquimica (Imunomarcacdes indicadas pelas
setas)

BIO-L-PRF

4 semanas

8 semanas

Fonte: do autor.
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Tabela 7 — Médias dos dados da andlise imunoistoquimica da borda do defeito (BD) e centro do
defeito (CD) para OC segundo os periodos experimentais

4 semanas 8 semanas
Grupo BD CD Moda BD CD Moda
CO + - ++ -
++ + + ++ + +
+ - + _
+ - + _
AUT + + ++ +
+ + + ++ ++ ++
++ + + ++
+ + ++ ++
BIO + + ++ +
++ + + ++ + ++
++ ++ ++ ++
+ + ++ ++
L-PRF + + ++ +
+ + + + + +
+ + ++ +
+ + + +
BIO-L- ++ + ++ +
PRF + + + ++ + ++
++ + ++ ++
+ + ++ ++

Fonte: Do autor.
Notas: (-): marcacdo ausente; (+): marcacao leve; (++): marcacdo moderada; (+++): marcacéo

intensa.

Figura 29 — Imunomarcacdo de osteocalcina (OC) no periodo de 4 semanas para 0S grupos
experimentais (CO: leve; AUT: leve) e periodo de 8 semanas (CO: leve; AUT: moderada)

pela andlise imunoistoquimica (Imunomarcacdes indicadas pelas setas).

4 semanas

8 semanas

co

Osteocalcina

AUT

Fonte: do autor.
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Figura 30 — Imunomarcacéo de osteocalcina (OC) no periodo de 4 semanas para 0S grupos
experimentais (BIO: leve; L-PRF: leve; BIO-L-PRF: leve) e periodo de 8 semanas
(BIO: moderada; L-PRF: leve; BIO-L-PRF: moderada) pela analise imunoistoquimica
(Imunomarcacdes indicadas pelas setas)

Osteocalcina
L-PRF BIO-L-PR

4 semanas

8 semanas

Fonte: Do autor.

Tabela 8 - Médias dos dados da analise imunoistoquimica da borda do defeito (BD) e centro do defeito
(CD) para VEGF segundo os periodos experimentais

4 semanas 8 semanas
Grupo BD CD Moda BD CD Moda
CO + - + +
+ + + +
+ +
++ + ++ ++
++ + ++ +
AUT + + ++ +++
++ ++ ++ ++
++ ++
+ ++ ++ ++
++ ++ ++ ++
BIO ++ ++ ++ ++
++ ++ ++ ++
++ ++
++ ++ ++ ++
++ ++ + +
L-PRF +++ ++ ++ ++
+++ +++ ++ ++
+++ ++
++ +++ ++ +
+++ ++ ++ ++
BIO-L- ++ ++ ++ +
++ ++ ++ ++
PRF ++ ++
++ ++ ++ ++
++ ++ ++ +

Fonte: Do autor.
Notas: (-): marcagdo ausente; (+): marcagao leve; (++): marcacao moderada; (+++): marcacdo
intensa.
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Figura 31 — Imunomarcacao de VEGF no periodo de 4 semanas para os grupos experimentais (CO:
leve; AUT: moderada) e periodo de 8 semanas (CO: leve; AUT: moderada) pela analise
imunoistoquimica (Imunomarcacdes indicadas pelas setas)

VEGF

4 semanas

8 semanas

Fonte: Do autor.

Figura 32 — Imunomarcacéo de VEGF no periodo de 4 semanas para os grupos experimentais (BIO:
moderada; L-PRF: intensa; BIO-L-PRF: moderada) e periodo de 8 semanas (BIO: moderada; L-PRF:
moderada; BIO-L-PRF: moderada) pela analise imunoistoquimica (Imunomarcacgdes indicadas pelas
setas)

VEGF
BIO L-PRF

4 semanas

8 semanas

Fonte: Do autor.



63

6 DISCUSSAO

A hipotese apresentada de que a associacdo da L-PRF ao osso bovino
permitiria melhorias na cicatrizac@o dos defeitos 6sseos criticos em calvarias de ratos
pode ser demonstrada nos estudos histolégicos e marca¢gBes imunoistoquimicas,
evidenciados pelos aspectos histolégicos dos tecidos em formacédo e através das
observacdes do papel de trés marcadores imunolégicos envolvidos no processo de
reparo 0sseo: RUNX 2, Osteocalcina e VEGF.

As Ultimas décadas foram marcadas pela evidente preferéncia pela reabilitacao
oral com préteses implanto-suportadas como opc¢ao para substituicdo e reposicdo dos
dentes perdidos. No entanto, para lidar com as limitacbes anatdbmicas, varios
procedimentos coadjuvantes para o aumento do 0sso alveolar atréfico, antes da
colocagéo do implante, tém sido essenciais. Estes procedimentos incluem enxertos
autdgenos, técnicas de elevacdo do assoalho do seio maxilar, regeneracdo 0ssea
guiada e preservacdo do rebordo alveolar. Mas, apesar do grande numero de
substitutos 6sseos disponiveis, todos apresentam vantagens e desvantagens,
explicando o grande numero de pesquisas que buscam novos biomateriais para esta
finalidade (YIP et al., 2014).

Para determinar as caracteristicas vantajosas de um material a ser empregado
como substituto Osseo, a verificacdo dos requisitos de biocompatibilidade,
estabilidade, seguranca e previsibilidade, tanto in vitro como in vivo deve ser realizada.
Mas como os resultados de estudos in vitro podem ser dificeis de extrapolar para a
situacao in vivo, a utilizacdo de modelos animais €, ainda, muitas vezes um passo
essencial que precede o uso clinico em seres humanos (HOLLINGER,
KLEINSCHMIDT, 1990; GARDEL et al., 2014).

E como descrito anteriormente, este trabalho objetivou avaliar o efeito isolado
ou combinado da L-PRF e do enxerto ésseo bovino sobre o reparo 6sseo de defeitos
criticos na calvéria de ratos por meio de analises histométrica e imunoistoquimica. O
modelo experimental utilizado para este fim pareceu apropriado, ja que modelos bem
conduzidos e totalmente validados com o uso de animais, principalmente os de
pegueno porte, como ratos, sdo essenciais para o estudo comportamental biolégico e
o desenvolvimento de novos substitutos 6sseos, uma vez que apresentam como

vantagens o facil manejo, a prolificidade, a docilidade, o baixo consumo alimentar, a
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pequena area para criacao, a fisiologia conhecida e o ciclo reprodutivo curto (HISTING
et al., 2011).

Esse modelo experimental de calvaria, muito utilizado em estudos sobre
eficacia de biomateriais (LOURENCO, 2002; MESSORA et al, 2007, MARIANO et al,
2010; OLIVEIRA et al, 2015; SILVA et al, 2016; FABRIS et al, 2018), permitiu observar,
no presente trabalho, que todos os espécimes apresentaram fechamento incompleto
nos periodos de 4 e 8 semanas, evidenciando a condi¢do especifica do defeito critico,
assim chamado por se tratar da menor ferida 6ssea em um animal que néo cicatriza
espontaneamente em um determinado periodo de tempo (SOHN et al., 2010). No
presente trabalho, além de ter pouca formacgéo 6ssea (restrita as margens do defeito)
no grupo controle negativo (Grupo CO), observada nas diferencas estatisticas em
relacdo aos demais grupos experimentais, a evolucdo de 4 para 8 semanas de
observacédo ndo mostrou diferencas significativas no referido grupo, deixando claro a
dificuldade de cicatrizagdo 0ssea nesse tipo de defeito experimental (TABELA 5).
Pode ser considerado entdo que o modelo experimental utilizado de defeitos 6sseos
na calvaria de ratos pareceu adequado para avaliacdo da regeneracdo 0ssea com a
utilizacédo do osso bovino (Bio-Oss®) isolado ou em associacdo com o L-PRF, pois a
maior formacao 6ssea encontrada nos grupos tratados pode ser realmente atribuida
ao material de preenchimento do defeito.

A técnica de confeccdo de canaletas em formato de “L”, posicionadas 2mm
anterior e posteriormente ao defeito na calvaria e preenchidas com ionémero de vidro
em estudos realizados por Silva et al. (2016) ao invés de amalgama como inicialmente
proposta por Messora et al. (2007), permite resultados de identificacdo das margens
do defeito cirdrgico original trazendo boa referéncia para a quantificacdo do osso
neoformado e evita artefatos de imagem na microtomografia computadorizada
trazidos por material de preenchimento metalico, como o amalgama, e que produziria
interferéncia na interpretacdo das imagens tomograficas a serem analisadas em
estudos futuros.

Quanto aos periodos experimentais aplicados no estudo em questdo, muitos
autores tém comprovado que um periodo de cicatrizacdo de 2 a 4 semanas pode ser
recomendado para avaliar a fase inicial da resposta de cura tecidual, bem como a
estabilidade dos materiais ou reacdo do hospedeiro, enquanto 8 semanas ou mais
pode ser apropriado para avaliar a cicatrizagéo tardia, tais como a incorporagéao de

0sso, a reabsorcdo de materiais, a remodelacdo éssea ou a quantidade de
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regeneracdo 6ssea alcancada (BODDE et al., 2008; SOHN et al., 2010). Preferiu-se
nesse estudo os periodos de avaliagdo de 4 e 8 semanas, obtendo informacgdes das
fases inicial e tardia da cicatrizacdo das feridas de calvaria, como ja utilizados nos
trabalhos de Oliveira et al. (2015) e Silva et al. (2016), desenvolvidos por nossa
equipe.

Diferentes estudos tém investigado o comportamento de varios biomateriais
gue contribuem para as reconstrucdes 6sseas na area Odontoldgica principalmente
no campo da cirurgia bucomaxilofacial, implantodontia e periodontia. E se ainda hoje
as pesquisas objetivam analisar a regeneracado 6ssea associada com a utilizacéo de
substitutos 6sseos sao plenamente justificAveis porque dentre os materiais
disponiveis nenhum apresenta as caracteristicas de um material ideal. E, portanto,
sédo também justificaveis os estudos ja desenvolvidos que avaliam a associacao de
diferentes biomateriais (JENSEN et al., 2012; KUHL et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2015; SILVA et al., 2016). O presente trabalho investiga exatamente o comportamento
de um dos biomateriais mais utilizados e aceitos na clinica como substituto 6sseo, e
comprovadamente osteocondutor — 0 0sso bovino (Bio-Oss®) associado a L-PRF, um
enxerto autélogo que contribuiria com fatores de crescimento no local da ferida
cirargica. Observa-se que o estudo de Oliveira et al. (2015) também investigou
histologicamente e com analises histométricas a associacdo da Fibrina Rica em
Plaquetas (PRF) com o osso bovino (Bio-Oss®), mas com uma proposta de investigar
se a PRF autégena teria comportamento diferente na biomodulacdo quando
comparada a PRF homdgena, obtida de ratos doadores. O presente estudo propds,
além da analise histométrica, identificar o comportamento de 3 imunomarcadores
importantes no reparo, envolvidos em estagios iniciais e tardios da formacao ossea.

Ressalta-se que um dos pontos criticos que interfere diretamente com o
sucesso de qualquer tipo de terapia 0ssea regenerativa é o espaco disponivel abaixo
do retalho mucoperiosteal. De tal modo, a capacidade de forma¢cédo de um arcabouco
ou scaffold pelo biomaterial utilizado para promover a regeneracdo 6ssea é de
fundamental importancia, uma vez que também permite a infiltracdo vascular e a
migracdo interna de elementos celulares envolvidos na formacdo de 0sso como
células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos e osteoclastos (LOURENCO,
2002; SARTORI et al.,, 2003; GIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005;
CARVALHO, et al.,, 2010; OGUNSALU, 2011). Desta maneira, o 0sso bovino

particulado usado no presente trabalho permitiu a manutencao do arcabouco sob os
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tecidos moles, caracteristica de um biomaterial osteocondutor, como pode ser
visualizado nas figuras n° 11, 14, 17 e 19. Histologicamente identificou-se nas 4 e 8
semanas a presenca das particulas de osso bovino com formagdo Ossea nas
adjacéncias e manutencédo de grande parte da espessura original da calvaria. Verifica-
se, portanto, que a neoformacado éssea foi maior nos grupos que contém o 0sso bovino
(médias de 26,15 e 54,05 nos grupos BIO e BIO-L-PRF; médias de 57,34 e 63,58 nos
grupos BIO e BIO-LPRF respectivamente para 4 e 8 semanas), em relacdo ao grupo
CO (média de 16,70 e 20,55 para 4 e 8 semanas), em que a espessura dos tecidos
conjuntivo e 6sseo foram drasticamente menores que a da calvaria original.

Salienta-se que no grupo controle positivo (Grupo AUT) a manutencdo do
espaco sob os tecidos Osseos foi adequadamente conseguida com as particulas
O0sseas autogenas, evidenciando histologicamente uma maior quantidade do 0sso
formado na regido do defeito da calvaria (média de 36,05 e 55,56 para 4 e 8 semanas
respectivamente). Isso era esperado por ser tratar de um enxerto que apresenta as
principais propriedades necessarias para a regeneracéo tecidual (a osteoconducéo, a
propriedade osteogénica e a capacidade osteoindutora do material). O presente
estudo mostra resultados de preenchimento do defeito 6sseo no Grupo AUT bastante
semelhante ao estudo de Fabris et al. (2018).

Como cada biomaterial apresenta maior ou menor capacidade de oferecer um
scaffold adequado dependendo da sua aplicacéo, as particulas de Bio-Oss® mesmo
tendo oferecido um adequado arcabouco, quando estiveram agregadas a outro
biomateriai com mecanismos de acao diferentes, mostraram resultados ainda mais
promissores. A L-PRF mostrou ser uma favoravel alternativa quando associada ao
0ss0 bovino no preenchimento das cavidades 6sseas nas calvarias.

A literatura ja evidenciou que a influéncia da L-PRF isolada € discreta sobre a
regeneracdo periodontal (THORAT; PRADEEP; PALLAVI, 2011; SHARMA,;
PRADEEP, 2011) e éssea (CHOUKROUN et al., 2006a; PECK; MAMEWICK;
STEPHEN, 2011), sendo mais significativa quando associada ao enxerto bovino ou
autégeno (INCHINGOLO et al., 2010; ZHANG et al., 2012; PRIPATNANONT et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2015). Os resultados do presente estudo corroboram com
Oliveira et al. (2015) evidenciando os melhores resultados de formagéo 6ssea para o
grupo BIO-L-PRF, nos periodos de 4 e 8 semanas.

Portanto, sob o aspecto histolégico, o Bio-oss® pode ser considerado uma boa

alternativa ao uso do enxerto autégeno, considerando o modelo de defeito de calvaria
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de ratos, principalmente se associado a L-PRF no momento do preenchimento, pois
acredita-se que essa associagao atribui ao 0sso bovino propriedades osteoindutoras.

Porém uma das principais desvantagens do Bio-Oss® é a reabsor¢cdo muito
lenta e incompleta de suas patrticulas, que resulta em um volume consideravel do
enxerto que ndo pode ser substituido pelo novo 0sso, processo denominado por
alguns autores de osteobstrucéo (VALENTINI et al., 2000; MORDENFELD et al. 2010;
OGUNSALU, 2011; KOLERMAN et al., 2012; LEE et al., 2012). Mordenfeld et al.
(2010), por exemplo, avaliaram espécimes obtidos de enxertos dsseos realizados para
elevar seios maxilares com o Bio-Oss® apds 11 anos e constataram que a
porcentagem média de particulas residuais foi de 17,3%. Esses dados podem explicar
os resultados histométricos obtidos nesta pesquisa, jA que no periodo de 4 e 8
semanas o grupo BIO-L-PRF apresentou as maiores médias de neoformacao 0ssea,
e com diferencas estatisticas para o grupo BIO. Salienta-se que na histometria dos
grupos com o Bio-Oss®, as particulas residuais do osso bovino, tanto no periodo de
4 e 8 semanas foram incluidas na contagem do osso formado.

O fator de transcricdo RUNX 2 quando presente caracteriza a capacidade de
osteoinducao, ou seja, a maior presenca de pré-osteoblastos no momento em que se
diferenciardo em osteoblastos ativos (FABRIS et al., 2018). O RUNX 2 foi evidenciado
nos estudos de Pereira et al. (2017a). Quando o Bio-Oss® foi adicionado ao enxerto
de 0sso autdgeno em seio maxilar humano, o composto mostrou tendéncia de ser um
osteoindutor nos periodos precoces (CAUBET et al, 2015). Apdos 6 meses de
cicatrizacdo 0Ossea, 0 Bio-Oss® misturado ao 0sso autdgeno na proporcdo 1:1
apresentou um padrao similar, com moderada imunomarcacdo para RUNX 2
indicando que esse substituto 6sseo ainda tem diferenciacédo osteogénica.

Na analise dos cinco grupos experimentais do presente estudo, a marcagao
positiva RUNX 2 foi observada em pré-osteoblastos e osteoblastos bastante jovens
especialmente nos grupos autdgeno, L-PRF e BIO-L-PRF. No periodo de 4 semanas,
evidenciou-se expressdo leve para os grupos CO e BIO, enquanto a expressao
mostrou-se moderada para os grupos em que a L-PRF esteve presente de forma
semelhante ao grupo AUT. Ja no periodo de 8 semanas, em todos 0S grupos
experimentais observou-se uma queda na marcacao positiva deste fator nas células
da linhagem osteoblastica.

As marcagdes imunoistoquimicas para RUNX 2, e também VEGF, no periodo

de 4 semanas para os grupos com L-PRF podem demonstrar que a concentragéo
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aumentada de fatores de crescimento presentes na L-PRF deve ter interagido com os
receptores de superficie em células alvo estimulando a proliferacédo celular, formacgéo
de matriz producdo de tecido ostedide e sintese de coldgeno aos moldes do que
ocorre com o PRP nos estagios iniciais, evidenciado por Schilephake (2002) e Marx
(2004). A concentracdo aumentada desses fatores de crescimento nos sitios
cirdrgicos certamente estimulou a proliferacdo celular e também estimulou a
diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos, como pode ser
constatado pela maior expresséo do RUNX 2 nos Grupos L-PRF e BIO-L-PRF quando
comparado ao grupo CO. Evidencia-se que essa expressao foi semelhante ao grupo
AUT, que teoricamente mantém as propriedades osteoprogenitoras e atividade
osteogénica. Nesse periodo de 4 semanas, considerado ainda na fase inicial do
reparo 6sseo, mas mais adiantada que o estudo que evidenciou pouca expressao do
RUNX 2 aos 7 dias para o Grupo PRF (POLA, 2013).

O resultado de POLA (2013), que encontrou expressodes significativamente
menores do RUNX 2 para a PRF em relacdo ao PRP, parece indicar que todo o
processo de proliferacdo de células precursoras de osteoblastos e suas
diferenciacdes em osteoblastos estavam atrasados no Grupo PRF quando comparado
ao Grupo PRP. Uma possivel explicacdo para esses resultados seria o tempo
necessario para o inicio da liberacdo dos fatores de crescimento pela PRF, que seria
maior que o do PRP. Esta hipotese € sustentada pelos achados de um estudo in vitro,
onde as caracteristicas biologicas do PRP e da PRF na proliferacéo e diferenciacéo
de osteoblastos de ratos foram comparadas, e observou-se que o pico de liberacéo
de fatores de crescimento na PRF esta atrasado quando comparado a aquele no PRP
(HE et al., 2009). A PRF é uma matriz de fibrina na qual as citocinas plaquetarias estao
aprisionadas segundo Mosesson (2005) e podem ser liberadas apos certo tempo
(GASSLING et al., 2009). Dohan et al. (2006) e Dohan et al. (2009) tém demonstrado
gue a PRF possui uma liberacéo lenta e sustentada muito significativa de fatores de
crescimento essenciais, por no minimo uma semana e para HE et al. (2009) até 28
dias, o que significa que a PRF poderia estimular o seu ambiente por um tempo
significativo durante o reparo tecidual (WU et al., 2012). Isso pode ser considerado no
presente estudo em fungdo da evidente formagdo 6ssea maior nos grupos com PRF
(grupos L-PRF e BIO-L-PRF) em relacéo ao coagulo sanguineo (Grupo CO).

Com relagéo ao protocolo de preparo da L-PRF no presente estudo, foram

coletados 3 ml de sangue periférico, o que corresponde a aproximadamente 12 % do
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volume sanguineo de um rato com peso de 350g, ndo colocando em risco a vida do
animal (DOHAN et al., 2010a). Deve-se enfatizar que, mesmo com 0 uso deste
pequeno volume de sangue, a citoarquitetura da PRF obtida seguiu os padrdes que
caracterizam a verdadeira PRF, relatados em estudos anteriores (DOHAN et al.,
2010Db).

A neoformacdo vascular ocorrida apés qualquer dano tecidual, e que pode ser
marcada pela proteina VEGF, mostrou neste estudo que o suprimento sanguineo, em
especial para combater o déficit de oxigénio local, foi expressa moderadamente nos
dois periodos analisados para os grupos BIO e BIO-L-PRF. Especialmente no grupo
BIO a presenca de VEGF caracteriza o potencial osteocondutor do enxerto bovino em
funcdo da proliferacdo vascular necessaria para a formacéo 0ssea no espaco criado
pelo arcabouco propiciado pelas particulas do Bio-Oss®. Como 0 0sso autdégeno ja
possui ceélulas viaveis para o reparo incluindo células endoteliais, nos estagios
precoces do reparo, como demonstrado por Fabris et al, 2018, aos 14 dias a marcacao
de VEGF foi leve, aumentando aos 28 dias. No presente estudo, a marcacao de VEGF
nas 4 e 8 semanas foi moderada.

As reacdes de imunoistoquimica mostraram no presente trabalho que a
mineralizacdo do tecido 0sseo neoformado nos periodos de 4 e 8 semanas, periodo
considerado suficiente para a avaliacdo in vivo nesses modelos experimentais, foi
semelhante para os materiais usados como preenchedores dos defeitos 6sseos e
expressa por meio de marcacgao da OC. A OC, proteina ndo colagena mais abundante
da matriz 6ssea, que expressa a mineralizacao do tecido 6sseo e também representa
a marcacao de células da linhagem osteoblastica, ndo mostrou diferenca na sua
expressao entre os biomateriais quando o Bio-Oss® esteve presente e em relacédo ao
0Sso autégeno.

Assim, os resultados histomorfométricos e imunoistoquimicos do presente
trabalho sugerem que o Bio-Oss® mostrou-se favoravel para o preenchimento dos
defeitos 6sseos de calvaria de ratos, como ja evidenciado por varios outros estudos.
Mas o seu aspecto de lenta degradacéao, visto que no periodo de 8 semanas ainda se
encontrava consideravel quantidade de particulas do osso bovino preenchendo o
defeito 6sseo0, sugere mais estudo de qualidade 6ssea pois o interesse maior em areas
enxertadas é a inser¢ado do implante de forma que os resultados de reabilitacdo sejam

duradouros.
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Afirmar que a L-PRF propiciou maior formacéo 6ssea quando esteve associado
ao Bio-Oss® é um fato quantitativo observado neste estudo, o que caracteriza um
aspecto importante e desejado para uma terapia que objetiva a reconstrucdo 6ssea,
pois conseguir maior volume de formacgéo éssea permite mais rapida recuperacao do
tecido 0sseo perdido. Contudo, estudos experimentais a longo prazo e clinicos
controlados sdo ainda necessarios para avaliar os reais beneficios desta associacdo
para que identifique se a utilizacdo da L-PRF garante melhor qualidade de formacgéao

0ssea no momento em que o paciente estiver sendo reabilitado funcionalmente.
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7 CONCLUSAO

Considerando a metodologia proposta, o periodo de avaliacdo e os resultados
obtidos neste estudo pode-se concluir que a associacédo da L-PRF ao osso bovino
permitiu melhorar o reparo 6sseo quando esses biomateriais foram inseridos em

defeitos de calvarias de ratos.
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