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RESUMO

VARGAS, Cristiane Borges. Estudo in vivo do Comportamento e Neoformacdo Ossea de
Biomateriais Acrescidos de Plasma Rico em Plaquetas Implantados em Calvérias de
Coelhos. 2018. 95 fls. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade do Estado
de Santa Catarina. Programa de P6s- Graduacdo em Ciéncia Animal, Lages, 2018.

A cirurgia de pequenos animais na Medicina Veterinaria detém grande parte da casuistica na
rotina sendo a ortopedia a area de maior destaque. Perdas dsseas relevantes desafiam o
cirurgido na busca de métodos resolutivos mais apropriados. O autoenxerto ainda é padréo-
ouro porém traz desvantagens consideraveis. Sendo assim, a procura por substitutos 6sseos
tém-se mostrado promissora com estudos apresentando resultados bem sucedidos. A
associacdo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) aos biomateriais pode apresentar uma
aceleracdo ao processo de neoformacdo dssea. Esse estudo tem como objetivo avaliar a
relevancia e aplicabilidade do plasma rico em plaquetas associado aos biomateriais HA 1,67M
HAMgO 1% com 60 e 90 dias de evolugdo de pds- operatdrio, implantados na calvéria de
coelhos através de guias de crescimento. Foram utilizados 12 coelhos, machos, mesticos, com
10 meses de idade e peso médio de 4,0Kg+ 0,52Kg. Através de exames clinicos e
hematoldgicos atestou-se a higidez dos animais. Os mesmos foram submetidos a anestesia
com propofol e manutencdo inalatéria com isoflurano para realizacdo do procedimento
cirurgico. Foi realizada a exposicao das calvarias para implantacdo das guias de nylon (n6) e
fixadas com parafusos de aco inoxidavel. Cada guia foi preenchida com os biomateriais HA
1,67M e HAMgO 1%, entretanto, 3 animais receberam PRP junto do biomaterial e os outros 3
receberam codgulo autégeno. Essa disposi¢do aconteceu em G60 (n=6) e G90 (n=6). Ao final
dos tempo de evolucdo, os animais foram submetidos a eutanasia. As calvérias foram
coletadas e armazenadas imersas em formaldeido tamponado 10% por 7 dias. Apds, as guias
foram removidas e as amostras foram novamente acondicionadas em formaldeido 10% por
mais 7 dias. As calvarias foram entdo seccionadas ao meio e enviadas as analises histologica,
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e histomorfometria. Diante dos resultados obtidos
foi observado, estatisticamente, que a aplicacdo do PRP ndo apresentou influéncia no
crescimento 0sseo quando comparado ao mesmo biomaterial associado ao coagulo. O
tratamento HA 1,67M + PRP apresentou diferenca estatistica diante dos tratamentos
HAMgO1% + PRP e HAMgO 1% + coagulo, contudo ndo apresentou diferenca estatistica
diante do tratamento HA 1,67M + coagulo, direcionando a conclusdo que o biomaterial teve
mais influéncia na neoformacdo 0ssea que o complemento propriamente dito.

Palavras- Chave: Biomaterial. Crescimento ¢sseo guiado. Plaquetas.






ABSTRACT

VARGAS, Cristiane Borges. Study in vivo of the Behavior and Bone Neoformation of
Biomaterials Added with Platelets Rich Plasma Implanted in Calvaries of Rabbits. 2018.
95f. Dissertation (Masters in Animal Science) - Santa Catarina State University. Graduate
Program in Animal Science, Lages, 2018.

The surgery of small animals in Veterinary Medicine has a great part of the casuistry in the
routine, being orthopedics the highlighted area. Relevant bone losses challenge the surgeon to
reach more appropriated resolutive methods. The autocraft is still the gold standard treatment
but it has considerable disadvantages. For this, the search for bone substitutes has been
promising with some studies showing well-succeeded results. The association of platelets rich
plasma (PRP) with the biomaterials can show an acceleration to the bone neoformation
process. This study aims to evaluate the relevance and applicability of the platelets rich
plasma associated to the biomaterials HA 1,67M and HAMgO 1% with 60 and 90 days of
post-operatory evolution, implanted in calvaries of rabbits, through guided bone growth
system. Twelve rabbits, male, crossbreed, 10 months-old and medium weight 4,0 + 0,52Kg.
Through clinical and blood tests certified the animals were healthy. They were submitted to
anesthesia with propofol and inhalation maintenance with isoflurane to accomplish the
surgery. The calvaries were exposed to have the nylon (n6) guides implanted and attached
with stainless steel screws. Each guide was filled with the biomaterials HA 1,67M or HAMgO
1%, however, 3 animals receiver PRP with the biomaterial and the other 3 received
autogenous cloth. This disposition happened in G60 (n=6) and G90 (n=6). At the end of those
times the animals were submitted to euthanasia. The calvaries were collected and stored
immersed in buffered formaldehyde 10% for 7 days. After, the guides were removed and the
samples were stored in formaldehyde 10% again for 7 days mores. The calvaries were cut in a
half and sent to histological analysis, scanning electron microscopy and histomorphometry.
With the results it was statistically observed that PRP did not present any influence in guided
bone growth when compared to the same biomaterial associated to the cloth. The treatment
HA 1,67M + PRP showed statistical difference before the treatments HAMgO 1% + PRP and
MAMQgO 1% + cloth, nevertheless it did not show any difference before the treatment HA
1,67M + cloth, directing the conclusion that the biomaterial had more influence in bone
neoformation than the association itself.

Keywords: Biomaterial. Guided bone growth. Platelets.
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Micrografia obtida através de MEV demonstrando a neoformacao de tecido
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Imagem histologica comparativa dos tratamentos aos 60 dias de evolugéo de
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1.INTRODUCAO

A medicina veterinaria voltada a animais de companhia ganhou grande notoriedade
nos ultimos tempos. A macroarea ortopedia tem-se destacado expansivamente, sendo a sub-
area da traumatologia, uma das, sendo a de principal importancia.

Sabendo das dificuldades do periodo pds-operatorio ortopédico, a busca por
alternativas que tornem esse manejo menos trabalhoso e traumaético, e também mais rapido
tanto para o paciente quanto para o cuidador, precisa ser desenvolvida. A engenharia de
materiais aliada as pesquisas médicas vem se destacando com louvor na criacdo de métodos
alternativos que acelerem essa recuperacdo e, em casos de perdas relevantes, substituam o
tecido 6sseo de maneira mais semelhante possivel a reparacao fisiologica.

Com o passar do tempo, é esperada uma degeneracdo do sistema esquelético, a qual
prejudica o funcionamento fisioldgico de dentes, o0ssos e articulagdes. Avarias 0sseas
causadas por patologias como tumores, infecces e lesdes traumaticas extensas sdo
normalmente substituidos por tecido 6sseo autdgeno. Entretanto, a quantidade de material a
ser fornecida como enxerto pode ser bastante limitada. Além disso, a implantacdo de enxertos
aldgenos pode apresentar dificuldades biologicas e mecénicas. Sendo assim, faz-se presente a
necessidade de se encontrar materiais alternativos que atuem de forma eficaz (KOGA et.al,
2003).

Atualmente, os métodos de enxertia éssea disponiveis sdo: autdégeno ( fornecidos pelo
mesmo individuo), alégeno (fornecidos por individuo diferente, porém de mesma espéscie),
xendgeno (fornecido por individuo de espécie diferente) e aloplasticos (materiais naturais ou
sintéticos), sendo o0 autdgeno o padrdo-ouro na pratica clinica (SOUZA, 2010).

Diante de dificuldades como danos secundarios causados pelos autoenxertos, alguns
biomateriais tem sido estudados como substitutos Osseos. Para serem considerados
biomateriais, esses substitutos devem apresentar caracteristicas-chave como estrutura estavel,
rapidez na incorporacdo com o tecido &sseo, promover osteoconducdo e nao ter,
preferencialmente, nenhuma complicacéo associada a seu uso (MELLONIG, 1991).

As biocerdmicas a base de fosfato de célcio tem-se destacado nos estudos como
biomateriais, basicamente nas formas de hidroxiapatita e trifosfato de célcio
(CONSTANTINO et al, 1992; ONO et al, 1992).

Os cimentos 0sseos sdo formados por parte liquida e parte solida que, ao serem
homogeneizadas, formam uma pasta, a qual, com o tempo, perdem sua plasticidade dando

lugar a resisténcia mecénica (ALONSO, 2011). Diversas formula¢fes de cimento foram
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testadas, resultando em diferentes solubilidades. Sendo assim, nenhuma proposta é assumida
como formulacgéo ideal (BOHNER,2005).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é o produto obtido da centrifugacdo e
processamento de sangue autogeno (LIEBERMAN, et.al, 2002). O gel de PRP € apontado
como uma eficiente cola tecidual com uma vantagem adicional de conter fatores de
crescimento e citocinas, conferindo-lhe maior poder cicatrizante (VENDRAMIN et al,2010).

Em um estudo desenvolvido por Barbosa et al (2008), o uso de PRP em gel sobre
enxerto 6sseo em cées, sem o uso de biomateriais, foi avaliado. Ao final de 30 dias percebeu-
se precocidade e uniformidade de radiopacidade do grupo PRP associado ao enxerto
esponjoso quando comparado aos grupos controle (vazio) e grupo PRP isolado.

Ja no estudo realizado por Sebben et al (2012), o experimento foi realizado
comparando o efeito isolado do PRP como o efeito do mesmo associado a a-TCP (trifosfato
de célcio alfa). Os resultados apresentaram valores numéricos distintos, entretanto néo
apresentaram diferencas estatisticas relevante. Por outro lado, os autores afirmam haver
possivel efeito de precocidade sobre a regeneracdo 6ssea quando aplicados em conjunto.

O objetivo desse estudo foi avaliar o uso do PRP como a parte liquida da formacéo do
cimento 6sseo assumindo-o0 como acelerador do processo de cicatrizagdo e neoformacao dssea
quando associado aos biomateriais hidroxiapatita e hidroxiapatita com magnésio, 0os quais
foram estudados e avaliados previamente por Colombo (2016) usando somente o codgulo
sanguineo como base liquida. Esse estudo foi desenvolvido a partir do sistema de crescimento

0sseo guiado em calvarias de coelhos aos 60 e 90 dias de pds-operatério.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 TECIDO OSSEO

Os ossos constituem parte importante do sistema locomotor, funcionando como apoio
durante movimentos e implantando resisténcia contra a forga gravitacional. Sao responsaveis
também pela prote¢do e sustentacdo dos tecidos adjacentes. Além dessas fungdes mecénicas,
0S 0ss0s também apresentam importante funcdes quimicas, servindo de reservatério para
homeostasia de ions minerais ( BOSKEY, 1993). Além disso, o tecido dsseo € responsavel
pelo alojamento e protecdo da medula dssea, produtora de células sanguineas (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

Explicando a citologia, as células Gsseas precursoras, de origem mesenquimal,
diferenciam-se em osteoblastos, as quais apresentam-se ativamente na deposicao 0ssea. Estas,
por sua vez, sdo precursoras dos ostedcitos, que sdo células jA& maduras responsaveis por
manter a matriz 6ssea mineralizada, dando a sustentagcdo do 0sso ja formado. Os osteoclastos
por outro lado, sdo células multinucleadas, ativas na reabsorcdo e remodelacdo do 0sso. E
através deles que a producdo de fibras coladgenas e fosfatos de calcio, responsaveis pela
mineralizacdo 0ssea se estabelece (MACEDO et.al.,2010).

Histologicamente, podem-se diferenciar dois tipos de tecido dsseo: o imaturo e o
maduro, ou também chamados primario e secundario, respectivamente. Ambos possuem 0s
mesmos tipos celulares e constituintes de matriz. Em relagdo ao tecido primario, o0 mesmo
possui suas fibras colagenas dispostas irregularmente, enquanto que no secundario, elas se
dispdem em forma de lamelas. O tecido primario possui uma quantidade de minerais aquém
do secundario, entretanto, possui maior proporcdo de ostedcitos. O tecido lamelar, por sua
vez, dispbem de fibras colagenas dispostas em lamelas, podendo se organizar, ou
paralelamente umas as outras ou em camadas concéntricas contornando 0s canais com vasos,
formando assim o Sistema de Havers. Cada sistema se organiza em forma de cilindro, o qual,
em seu centro, contém um canal revestido de enddsteo, chamado Canal de Havers, contendo
nervos e vasos. Estes canais comunicam-se entre si, também com a cavidade medular e a
superficie externa do 0sso. Essa comunicacdo se da atraveés de canais obliquos e transversais,
que cruzam as lamelas, chamados Canais de Volkmann (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

A matriz 6ssea ja mineralizada é envolta por duas membranas de natureza conjuntiva,
néo calcificadas, que gradualmente permitem relagéo entre o tecido mineralizados e o restante
do organismo. Na regido mais interna, ha uma camada de células com potencial osteogénico

associada a células indiferenciadas- o endosteo. Ja o periosteo, que é a camada mais externa, €
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composta por fibras colégenas e fibroblastos (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). O peridsteo
possui alta porcentagem de células osteoprogenitoras, as quais multiplicam-se por mitose,
diferenciam-se em osteoblastos e possuem papel crucial no crescimento 6sseo e reparacdo de
fraturas. O enddsteo, por sua vez, contribui para 0 processo regenerativo e remodelativo do
0ss0 (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

LesGes ésseas, sejam por doencas ou traumas, sdo condi¢Bes corriqueiras que
comprometem a qualidade de vida, considerando que varios processos podem acarretar em
perdas relevantes de tecido 0Osseo, dificultando sua reparacdo (KOKUBO; KIM,;
KAWASHITA 2003). Os 0ssos passam por regeneracdes constantemente. A reestruturagéo
da-se continuamente para suportar as forcas mecéanicas que sofre, assim como o processo de
remodelacdo, o qual realiza a substituicdo do tecido danificado ou velho por um tecido
renovado e saudavel (MOREJON-ALONSO et al.,2015). Esse processo natural consiste em
formar tecido dsseo novo, em oposicdo ao tecido fibrotico que se forma no processo
regenerativo de outros tecidos do organismo (SANTOS et al., 2012)

A cicatrizacdo 6ssea € um processo dinamico, onde as células e seus respectivos
metabolitos interagem reparando o tecido danificado. Esse processo envolve varias células
incluindo macréfagos, leucocitos polimorfonucleados e outras células pertinentes ao sistema
imunolégico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). O processo de consolidacdo Ossea
desenvolve-se em trés fases principais: inflamatoria, reparacdo e remodelagdo. A fase
inflamatdria tem inicio imediato. Nesse momento ha liberacdo de varios mediadores
inflamatdrios, fatores de crescimento e angiogénicos, células locais, macréfagos, neutrofilos e
linfocitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SOUZA, 2003). Na fase de reparo, ha a
diferenciacdo em condrdécitos, os quais serdo responsaveis pela producdo de cartilagens e
osteoblastos, formando o osso priméario (SOUZA, 2003; GERSTENFELD et al., 2003). A
fase de reparo estd amplamente relacionada ao suprimento sanguineo. Quando a angiogénese
estd comprometida, a cicatrizacdo ndo ocorre (PELISSIER, et al.,2004). A fase de
remodelacdo é marcada pela modificacdo por formacéo e reabsorcdo 0ssea secundaria do calo
0sseo inicial, restaurando a estrutura anatbmica e deixando-a apta a absorcdo de cargas
mecanicas (GERSTENFELD et al.,2003).

2.2 BIOMATERIAIS APLICADOS COMO SUBSTITUTOS

O uso dos biomateriais datam primariamente de épocas pré-histéricas. Ha descricdes,

de milhares de anos, do uso de implantes dentarios e fios de sutura. Mais recentemente, 0 uso
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dos mesmos foram modernizados com o aparecimento de lentes intraoculares, préteses
mamarias, proteses articulares, implantes 6sseos, valvulares e vasculares (RATNER, 2004).

O aumento da demanda clinica decorrente de perdas 0sseas relevantes atenta para a
necessidade de encontrar materiais compativeis e com caracteristicas adequadas para
substituicdo e reparacdo de tecido 0sseo (LEGEROS, 2002). Esse processo deu-se,
inicialmente, pelo uso de materiais bioldgicos como os enxertos (GUASTALDI 2003;
FOSSUM, 2008). Entretanto, tanto os enxertos autdgenos, onde doador e receptor sdo o
mesmo individuo, os enxertos aldégenos, nos quais doador e receptor sdo individuos
diferentes, porém de mesma espécie, 0s xendgenos, provenientes de individuos e espécies
diferentes (FOSSUM, 2008) e os aloplasticos, que sdo materiais sintéticos ou naturais
(SOUZA, 2010), possuem suas limitacbes. Os enxertos autdgenos podem apresentar
dificuldade de acessibilidade e quantidade limitada de disponibilidade (GUTIERREZ et.al.,
2006). Além disso, o defeito criado para extragdo do enxerto resulta em um pds-operatério da
regido doadora comumente com maior indice de complicacbes como infecghes, algia e
formacdo de hematomas, quando comparado a area receptora (BURG; PORTER; KELLAM,
2000; BOSTROM; SEIGERMAN, 2005). Ja quanto aos enxertos heterdgenos apresentam
alto potencial de contaminacdo cruzada (GUTIERREZ et.al., 2006).

Os biomateriais correspondem aos enxertos alopléasicos. Estes pode ser classificados
de acordo com sua origem: natural (cuja matéria prima provém de organismos vivos como 0
colageno) ou sintético (cuja base mescla materiais naturais e manufaturados como os metais e
0s polimeros sintéticos) , sua composicdo quimica- metal, ceramica, polimérico ou
compdsitos, além de seu comportamento fisiolégico (OLIVEIRA et al., 2009; TEIXEIRA,
2009; FRANCZAC, 2014).

Para serem considerados biomateriais em potencial, esses possiveis substitutos devem
apresentar uma série de caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas que possibilitem o
desenvolvimento da funcdo desejada, estimulando a resposta esperada dos tecidos vivos
(KAWACHI et al., 2000). Considerando as propriedades para serem enxertos 0sseos ideias,
0s biomateriais devem apresentar-se quimicamente inertes, biocompativeis, ndo alergénicos,
ndo cancerigenos, ndo passiveis de crescimento bacteriano, serem totalmente substituivel por
tecido 0sseo, permitirem esterilizacdo sem alterar sua estabilidade e composi¢cdo quimica e
serem de facil modelagem e manipulacéo durante o procedimento cirurgico (POTTER; ELLIS
I1l, 2004), além de apresentarem propriedades osteoindutoras (capacidade de atracéo,
proliferacdo e diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em células Osseas) e

osteocondutoras (capacidade de criar suporte estrutural para permitir o estabelecimento e
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desenvolvimento de vasos nutricios e de células com potencial osteogénico) (CAMARGO et
al, 2014).

Por definicdo, toma-se biomaterial toda e qualquer substancia ou composicdo de
substancias, que ndo sejam farmacos, de origem natural ou sintética, que possa ser usada em
qualquer periodo de tempo, como parte ou totalmente, em sistemas que tratam, aumentam ou
substituem tecidos, sistemas ou func¢des do organismo vivo (FRANCZAC, 2014).

A sintetizacdo desse biomateriais pode ocorrer de varias formas (granulos,
membranas, blocos e outros) e possuir diversas composi¢cdes, Unicas ou combinadas. O
formato a ser utilizado serd4 avaliado de acordo com o defeito 0sseo. Reconstructes
tridimendionais exigem um formato estrutural maior, sendo os blocos os melhores indicados,
enquanto que os granulos sdo indicados para defeitos cirurgicamente criados (ALMEIDA et
al., 2014).

Microporosidade e grdos nanométricos podem oferecer melhor capilaridade, adesdo
celular na superficie 6ssea e molhabilidade, favorecendo as caracteristicas osteoindutora e de
osteointegracdo, cooperando para a formacdo de novo tecido (CAMARGO, et.al, 2014). O
tamanho das particulas do biomaterial ¢ amplamente relacionada a area da superficie
disponivel a reagdo das células com o meio bioldgico, isto €, quanto maior o tamanho das
particulas, maior o tempo de absorcéo do substituto 6sseo (TEIXEIRA, 2009).

A porosidade é também uma caracteristica bastante importante para a eficacia da
reacao do material com o meio bioldgico, sendo que desse fator depende a colonizacéo celular
do biomaterial. As interconexdes formadas entre os macroporos formados pela distribui¢do do
biomaterial implantado, formam um sistema similar a tdneis, permitindo o transito de fluidos
biologicos e células dsseas, facilitando a formacdo do novo tecido 6sseo no interior do
material substituto implantado (TEIXEIRA, 2009)

As ceramicas ou bioceramicas sdo 0s materiais sintéticos, ndo metalicos e inorganicos
de utilizacdo mais difundida hoje. As cerdmicas nanoestruturadas formadas por compostos de
fosfato de célcio sdo as mais empregadas, tanto na reparacdo quanto na reposicao de tecido
0sseo pois apresentam caracteristicas diferenciadas dos biomateriais convencionais como
biatividade, semelhanga mineral com a apatita encontrada em esqueletos humanos e
biocompatibilidade (GUASTALDI; APARECIDA, 2010; CAMARGO, et al., 2014).

As bioceramicas nanoestruturadas a base de fosfato de célcio s&o materiais
inorganicos, quimicamente inertes, constituida de uma ou duas fases continuas dispersas em
uma fase continua, sendo a fase descontinua de ordem nanométrica. Em caso de ocorrer uma

fase descontinua de natureza diferente da continua, a esse material did-se o nome de
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nanocomposito (CORREA, 2013). A bioceramica a base de fosfato de célcio mais difundida
nos estudos hoje é a hidroxiapatita (HA) (LEGERQOS, 2002).

2.2.1 Hidroxiapatita

As composicdes a base de fosfato de célcio sdo amplamente usadas como substitutos
0sseos. Isso se da por causa da mimetizacdo bioldgica desse componente inorganico ser
compativel ao tecido 6sseo (HUANG, et, al,2010). E o principal componente mineral de
0ss0s e dentes, representando 30 a 70% da massa total dos mesmos (RIGO, et.al, 2007)

A HA ¢ biocompativel com o tecido 6sseo por possuir a mesma estrutura cristalina
(SCHMITZ; HOLLINGER; MILAM, 1999; FRANCO; BORGES; VILORIA, 2001). E
considerada um substituto vantajoso por possuir uma composicdo uniforme, alta
biocompatibilidade, seguranca bioldgica por ndo ser carcinogénica, alérgena ou toxica e por
sua sintetizacédo ser de facil controle da porosidade (ONO, et.al.,1992).

A estrutura porosa desse biomaterial € um suporte passivo a neoformacao vascular,
levando ao aumento de fatores de inducdo da formacdo de novo tecido ésseo (BORGES ;
REZENDE; RIBEIRO, 2000).

A HA é uma bioceramica amplamente usada clinicamente, entretanto, suas
propriedades mecénicas limitantes restringem seu uso (baixa resisténcia e alta fragilidade).
Sendo assim, sua utilizacdo é limitada a locais de pouco esforco mecéanico exigido. Devido a
essa limitacdo, uma solucdo proposta foi associa-la a outros compostos, unindo propriedades

desejaveis, aumentando sua eficacia (BONAN, et.al, 2014).

2.2.2. Hidroxiapatita Em Compostos Bifasicos

A utilizacdo da HA como matriz adicionando uma segunda fase nanométrica na
elaboracdo de biomateriais bifasicos tende proporcionar uma estabilidade mecéanica a HA,
além de aprimorar a bioatividade (EPURE et.al, 2007).

Dentre os diferentes ions que possibilitam as composi¢es bifasicas da HA, o
magnésio (Mg) destaca-se por ser o quarto cation de maior abundancia no organismo,
segundo no meio intracelular e o de maior representatividade em cartilagens e tecido 0sseo
nas fases iniciais da osteogénese. Esse ion tem grande importéncia e relevancia nas fases
iniciais da mineralizacdo, pois atua sobre as células Osseas estimulando a proliferacdo de
osteoblastos (TAVARES et.al, 2013).



34

Ao adicionar magnésio (Mg) a estrutura da HA, através da substituicdo dos ions de
calcio por ions de magnésio, ocorre a diminuicdo da cristalinidade da HA, levando ao
aumento da dissolucdo da mesma. Essa substituicdo tem apresentado grande interesse
cientifico pois os compostos bifasicos tém-se mostrado, in vitro, biocompativeis e atdxicos
(BERTINETTI et al., 2006).

2.3. PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte autdgena e ndo-onerosa de obtengéo de
fatores de crescimento (FC), preparado a partir de pequena quantidade de sangue obtida do
préprio paciente (LIEBERMAN et.al,2002). Em sua constituicdo ha plasma, leucécitos e
plaguetas. No plasma héa varios FC, os leucdcitos sdo responsaveis por fornecer resisténcia
imunolégica enquanto que as plaquetas sofrem degranulagdo na regido lesionada promovendo
liberacdo de FC (MARX & GARG,1999; GOLDBERG,1997). Esses fatores de crescimento
influenciam a divisao celular, sintese matricial e diferenciacdo tecidual. Além disso, os FC
tem grande representatividade na reparacéo 0ssea, dos tecidos musculares e formacao condral
(LIEBERMAN et.al, 2002). Eles sdo osteoindutores, diferenciando as células progenitoras,
promovendo a osteogénese (LEMOS et.al,2002). H4, pelo menos trés fatores de crescimento
que derivam dos granulos plaquetarios: Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento e transformacéo beta (TGF- ) e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) (GIANNOBILE, 1996).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é o principal FC das plaquetas
por ser 0 primeiro a se apresentar na ferida e guiar a revascularizacdo, sintese de colageno e
regeneracdo 0ssea (SCARSO et.al, 2001). Outras fontes de PDGF sdo os macrofagos, células
endoteliais e ostedcitos. O PDGF das plaquetas inicia o processo de reparo, enquanto que o0
presente nos macrofagos da sequéncia ao processo de cicatrizacdo (LYNCH, 1999).

Os fatores de crescimento de transformacgdo beta (TGF- B) constituem um grande
grupo de mediadores locais, que regulam a proliferacédo e funcbes da maioria dos vertebrados.
Os TGFs mais abundantes no PRP sdo TGF- B1 e TGF- B2, ligados a cicatrizagao do tecido
conjuntivo e regeneracao Ossea. Suas principais fungdes sdo a quimiotaxia e a mitogénese de
osteoblastos, promovendo a neoformacéo 6ssea (SCARSO, et.al, 2001).

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF | e 1l) sdo secretados pelos
osteoblastos no processo de formagdo 0Ossea, 0 que promove a osteogénese a acelera a
deposicdo 0ssea, além disso, esse FC estimula a mitogénese dos osteoclastos e promovem a

guimiotaxia para fibroblastos, osteoclastos e células progenitoras dos osteoclastos. S&o
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produzidos no figado e circulam ligados a proteinas. Quando aderido a proteina, possui
grande afinidade a HA, por isso, pode ser armazenado no 0sso (SCARSO, et.al, 2001).

O PRP é obtido através da centrifugacdo do sangue, resultando em uma concentracao
acentuada de plaquetas e reduzido volume plasmatico. Deve ser sempre autélogo devido ao
risco de rejeicdo ou inviabilizacdo de secrecdo de fatores de crescimento ativos (MARX,
2004). Foi estipulada ainda que a concentracdo minima de plaqueta que o PRP precisa
apresentar para que seus resultados clinicos sejam favoraveis € de 338% a mais que o valor
basal (MARX et al, 1998).

O sangue deve ser coletado de forma asséptica e armazenado da mesma forma em
tubos com anticoagulante, preferencialmente o citrato (CAMARGO, et.al,2002). Toda a
manipulacdo e o procedimento devem ser realizados de forma cuidadosa, evitando ruptura
e/ou danos a membrana plaquetaria, além de assegurar uma separacdo eficiente dos
componentes (PAGLIOSA, ALVES, 2007).

2.4. CRESCIMENTO OSSEO GUIADO in vivo

Estudos baseado em preenchimentos de defeitos 6sseos ndo criticos tem sido modelo
atual para testes comparativo in vivo. Esse método permite a avaliacdo do comportamento de
diferentes biomateriais no processo de neoformacdo Ossea. Por outro lado, a literatura
confronta essa metodologia pelo fato de que a regeneracdo espontanea apresentada pelas
células désseas podem confundir o resultado, sendo que por muitas vezes, estudos com grupos
controle de coagulos sanguineos somente, apresentaram velocidade de repara¢do maiores que
implantes de biomateriais (REICHERT et al., 2009).

O modelo de crescimento 6sseo guiado in vivo € baseado na criacdo de um espaco
segregado onde haveréa proliferacdo de neovascularizacdo e células osteoprogenitoras, as quais
criam uma barreira contra o crescimento de tecidos alheios ao tecido 6sseo que possuem
velocidade de migracdo maior que as células osteogénicas (DINATO; NUNES; SMIDT,
2007). Basicamente, o método consiste na implantacdo de barreiras mecanicas para
isolamento e protecdo do codgulo sanguineo e do defeito 6sseo propriamente dito, permitindo
assim que as células dsseas precursoras acessem um espaco isolado destinado a regeneracao
do tecido 6sseo (EL HADDAD et.al, 2014)

Ap0s a implantacdo das guias para essa metodologia, ha uma sequéncia especifica de
eventos. Nas 24 horas que procedem o enxerto 6sseo, 0 biomaterial e 0 espaco criado pela

guia sdo preenchido com o coagulo sanguineo. Este, por sua vez, libera fatores de crescimento
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e citocinas. Apos absorcdo, o codgulo serd substituido por tecido de granulacdo, rico em
neovascularizacdo. Através desses novos vasos, hé o transporte de nutrientes e células tronco
mesenquimais diferenciaveis, capazes de promover neoformacbes Osseas (ostedide). Em
seguida, a mineralizacdo desse ostedide inicia a formacéo do tecido que servird de aporte para
0 0ss0 lamelar (LIU; KERNS, 2014).

Para esse estudo, a barreira acima citada foi desenvolvida em formato de uma guia de
nylon, as quais possuem o objetivo de isolar a interacdo entre o defeito 0sseo criado na
calvaria e o espaco interno da guia, o qual foi preenchido com biomaterial e codgulo
sanguineo ou PRP (vide Materiais e Métodos). Esse mesmo modelo de guia j& foi utilizado
previamente e com sucesso por Colombo (2016) e Kuci (2017), contudo o aparato era feito
em poliamida. Levandowski Jr (2014) também utilizou esse tipo de guia entretanto fabricado

em outro material, o Teflon.

2.5. MICROSCOPIA OPTICA (MO) E ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Os aparelhos de microscopia Optica convencionais sdo geralmente limitados a um
aumento de 2000 vezes. Acima desse aumento, detalnes menores tem sua observacédo
prejudicada. J& em aparelhos mais modernos, esse aumento pode chegar a 30.000 vezes ou até
mais para a maioria dos materiais sélidos (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

O MEV pode conceder informagdes relevantes sobre as caracteristicas estruturais e
identificacdo de elementos quimicos de materiais sélidos. O MEV permite alta resolucéo das
amostras analisadas, propiciando imagens tridimensionais, resultantes da grande profundidade
de campo. Pode-se afirmar ainda que o exame de MEV funciona como um complemento do
exame de MO (DEDAVID; GOMES; MACHADO 2007).

Um dos objetivos da técnica de MEV é avaliar superficies irregulares, como 0s 0ssos,
permitindo uma analise qualitativa do tecido, tendo em vista que analises quantitativas podem
ser dificultosas, uma vez que a padronizacdo de amostras biologicas é complicada de se obter
(DIAMANTINO; NICOLAU, 2009).

2.6. HISTOMORFOMETRIA

A histomorfometria 6ssea quantifica o processo de formacdo e reabsorcdo Gssea
(CORREA, et.al., 2000). E uma avaliacdo histologica de certa regido Ossea calcificada que

tem como objetivo avaliar a remodelacio estatica e dindmica, além da estruturagio 6ssea. E
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um metodo diagndstico acurado, capaz de ceder informacgdes ndo obtidas por nenhum outro
método (KULAK; DEMPSTER, 2010).

As variacdes histomorfométricas derivam-se de medicOes primarias feitas em
microscopio, como area, perimetro e espessura . Os parametros histomorfométricos séo
divididos em duas categorias - estrutura, a qual fornece informagfes precisas sobre a massa
0ssea; e 0 - remodelamento, onde é possivel averiguar a quantidade de 0sso ndo mineralizado
(ostedide) e a extensdo da cavidade de absorcdo (lacunas de Howship) (KULAK;
DEMPSTER, 2010).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o comportamento da neoformagdo Ossea dos biomateriais de
hidroxiapatita (HA) e hidroxiapatita com magnésio (HAMgO 1%), acrescidos ou néo
(controle) de plasma rico em plaquetas por meio de guias de crescimento implantadas

experimentalmente na calvaria de coelhos, aos 60 e 90 dias pds- implantacéo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar, aos 60 e 90 dias, a capacidade de neoformacgdo Ossea, osteointegracdo e
osteoconducdo dos biomateriais estudados.

- Avaliar a capacidade do plasma rico em plaquetas de acelerar o processo.

- Verificar qual biomaterial apresentou melhor qualidade de tecido 6sseo obtido, além

de analisar a aplicabilidade e relevancia com plasma rico em plaquetas, por meio de
microscopia eletrobnica de varredura (MEV), microscopia Optica (MO) e

histomorfometria.
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4. MATERIAIS E METODOS

Esse estudo foi submetido ao Comité de Etica e Experimentagdo Animal- CETEA da
Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC e obteve aprovacdo sob o protocolo
namero 1447300617

4.1. DOS BIOMATERIAIS ESTUDADOS

Esse estudo englobou a avaliacdo de dois biomateriais, ambos produzidos pelo Grupo
de Pesquisa em Biomateriais do Centro de Ciéncias Tecnoldgicas (CCT) da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC), situado em Joinville, Santa Catarina. As composic6es
estudadas foram Hidroxiapatita (HA) 1,67M e Hidroxiapatita com Magnésio (HA/MgO) 1%.

A caracterizacdo microestrutural e morfoldgica foi realizada em colaboracdo com o
grupo do CCT/UDESC, através de microscopia eletrnica de varredura MEV). Os
biomateriais usados nesse estudo foram utilizados em forma de grénulos nanoestruturados

sinterizados a temperatura de 1100°C durante 2 horas.

Tabela 1 Descricdo dos biomateriais produzidos pelo Grupo de Estudos em
Biomateriais do CCT/UDESC Joinville-SC, com suas composi¢oes
e proporgoes.

BIOMATERIAL COMPOSICAO PROPORCAO
Hidroxiapatita 1,67M Cal0(PO4)6(0H)2 100%
Hidroxiapatita + Cal0(PO4)6(OH)2 + MgO 99%/ 1%
Magnésio

Fonte: Arquivo Pessoal

Para a implantacdo dos biomateriais, associados ou ndo ao PRP, foram utilizados
aparatos de crescimento 0sseo guiado, feitos em nylon, termoplastico dactil, com boa
usinabilidade, propriedades mecéanicas e triboldgicas. O nylon possui estabilidade quimica, é
bioinerte (ndo citotoxico), com baixa molhabilidade em fluidos corpéreos E um material
hidrofdbico, e por isso, ndo exerce nenhuma influéncia sobre os biomateriais de fosfato de
calcio e ao processo de neoformacdo dssea, quando aplicados em teste in vivo. Esse aparato
foi fabricado pelo CCT/UDESC nas dimensdes 5mm de altura e 10mm de diametro interno,

resultando assim em um volume interno de 0,314 cm? (Figura 1).
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Figura 1 - (A) Esquema representativo do aparato de nylon (guia), usado para
crescimento 6sseo guiado e suas dimensdes; (B) aparato em nylon,
usado como guia de crescimento 0sseo. Destaque para o orificio central
(seta preta) por onde o parafuso cortical é introduzido, fixando a guia
na calvaria dos animais

e >y ¢ .

. : Altura
Diametro interno: axlerna:
10mm Emim

\olume interno:
0,314cm?

s e

Grupo de Estudos em Biomateriais do CCT/UDESC em Joinville-SC.

Fonte:

4.2. PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Para obtencdo do PRP, a técnica utilizada foi adaptada de Vendramin et.al (2006),
com processamento das amostras de sangue total imediatamente apds as coletas de 4mL
(seringa de 5mL e agulha hipodérmica 25x7mm), proveniente da artéria auricular, sendo esse
volume armazenado em tubos com anticoagulante citrato de sodio.

Foi realizada a contagem manual das plaquetas, através da camara de Neubauer para
obtencdo das quantidades basais das mesmas, sendo ap6s, a amostra submetida a primeira
rotagcdo a 1000rpm/min durante 10 minutos.

Ao final desse tempo, 0 sobrenadante do plasma foi separado e armazenado em tubo
de Falcon, onde foi submetido a nova rota¢do-500rpm/minuto durante mais 10 minutos. Na
sequéncia do segundo processamento, 0 sobrenadante pobre em plaquetas foi descartado,
restando aproximadamente 1 mL do plasma rico, quando uma nova contagem manual por
camara de Neubauer foi realizada.

Adicionou-se gluconato de calcio a 10%, ativando o PRP, para formacdo de um gel
que facilitaria sua aplicacdo. Essa adicdo ocorreu na proporcdo de 300uL de gluconato de
calcio a 10% para cada 1000pL de plasma. Esse gel foi associado ao biomaterial, formando
uma espécie de pasta que foi colocada dentro da guia de nylon (n6), a qual foi implantada na

calvéaria dos animais através de um parafuso cortical.
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4.3. DA UNIDADE EXPERIMENTAL, MANEJO E CUIDADOS

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados 12 coelhos higidos, mesti¢os, com idade
aproximada de 10 meses e peso medio de 4,0+ 0,54 Kg. Os animais foram adquiridos no
criatorio autorizado do Centro de Educagdo Profissional Caetano Costa, em Sdo José do
Cerrito- SC e ambientalizados em gaiolas individuais, préprias a espécie, suspensas a 60 cm
do chéo, o qual foi coberto por maravalha, em uma mesma sala por trinta dias. Durante esse
tempo,os animais foram alimentados com racdo peletizada apropriadas e vegetais duas vezes
ao dia, além de 4gua ad libitum. Nesse periodo foi aplicada medicacdo antiparasitaria a base
de ivermectina 1%, na dose de 0,4mg/Kg, por via subcutdnea. Todos os animais foram
avaliados quanto aos aspectos clinicos e laboratoriais e comprovada sua higidez por meio de
realizacdo de hemograma e perfil bioquimico.

Os animais foram separados aleatoriamente em dois grupos de 6 animais cada, sendo
um grupo eutanaziados aos 60 dias e outro aos 90 dias de avaliagdo po6s-operatoria. Tanto o
grupo 60 quanto 90, receberam os mesmos biomateriais (Hidroxiapatita (HA 100%) 1,67M e
Hidroxiapatita com Magnésio (HAMgO) 1%), entretanto 3 animais de cada grupo receberam
PRP (plasma rico em plaquetas) adicionado ao biomaterial, enquanto os outros trés receberam

coagulo sanguineo adicionado ao biomaterial.

4.4, PRE-OPERATORIO E ANESTESIA

Nos dias que antecederam os procedimentos cirurgicos foram realizadas as tricotomias
da porcédo dorsal dos cranios estendendo-se da regido supraorbital rostral até a regido caudal
da base das orelhas, usando como limites laterais as palpebras superiores. Também foram
realizadas tricotomias nas orelhas dos animais, para acessos de vasos sanguineos. Nas quatro
horas que precederam o0s procedimentos, 0s animais foram submetidos a jejum solido
somente, ja que o liquido ndo apresenta relevancia para a espécie.

Previamente a realizacdo do procedimento cirdrgico, os animais receberam a
medicagdo pré-anestésica composta pela associagdo de cloridrato de cetamina
(Cetamin®,Syntec, Santana de Parnaiba/SP, Brasil) na dose de 20 mg/Kg, midazolan
(Hipolabor, Sabar&/MG) na dose de 2 mg/Kg e sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia,
Itapira/SP, Brasil) na dose de 0,5mg/Kg. A aplicagdo foi realizada por via intramuscular e 0s
animais, mantidos em local escuro e silencioso. Apds 15 minutos, os animais foram canulados

com catéter 24G na artéria auricular em uma das orelhas, com intuito de coletar 4 mL de
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sangue arterial para o desenvolvimento do PRP. J& um catéter de mesmo calibre foi utilizado
para acessar a veia auricular periférica da outra orelha com intuito de usa-la como via de
administracdo de fluidoterapia e farmacos. Para inducdo anestésica, foi aplicado propofol
(Provive®, Unido Quimica, Embu-Guacu/SP, Brasil) na dose de 2mg/Kg . Apos relaxamento,
borrifou-se a regido da glote com cloridrato de lidocaina 100mg/mL (Hipolabor, Sabara /MG,
Brasil), em spray, previamente para introducdo da maéscara laringea (V-Gel®, Docsinnovent
Ltda, London/UK) de tamanhos R3 ou R4- averiguando a compatibilidade com o tamanho do
animal, que foi utilizada para manutencdo da anestesia inalatéria com isoflurano
(BioChimico, Rio de Janeiro/RJ, Brasil) a 1 CAM diluido em oxigénio a 100% em
vaporizador calibrado, com fluxo variando entre 200 - 300mL/Kg/min. Na linha de incis&o,
foi infiltrado, via subcutanea, cloridrato de lidocaina 2% (Hypofarma, Ribeirdo das
Neves/MG, Brasil) sem vasoconstritor, na dose de 7mg/Kg.

Aproximadamente 30 minutos antes do inicio do procedimento cirrgico, 0s animais
receberam antibidtico, via intravenosa, enrofloxacino (Chemitril® 2.5%, Chemitec, Sé&o
Paulo/SP, Brasil), na dose de 10mg/Kg.

4.5. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados todos pelo mesmo cirurgido, com 0s
animais posicionados em decubito esternal e com a cabeca apoiada ventralmente sobre uma
calha metélica. Realizou-se a antissepsia local baseada no protocolo alcool 70% - iodo
povidona - alcool 70%, sendo logo apds, posicionado o campo cirdrgico.

Uma incisdo magistral longitudinal em sentido rostrocaudal, de aproximadamente 5
cm foi realizada na crista sagital como acesso cirurgico, com lamina de bisturi nimero 24,
estendendo-se da regido interorbital até a base das orelhas . Apds, o peridsteo também foi
incisado e lateralizado com o auxilio de um elevador periosteal para que a regido 6ssea da
calvéria estivesse totalmente exposta para a aplicacdo do biomaterial. A disposicdo das guias
de nylon foram semelhantes em todos os animais. Dividiu-se, subjetivamente, as calvarias em
dois quadrantes longitudinais e foi aplicada uma guia de cada lado. Em todos os animais, de
ambos 0s grupos, 0 quadrante direito recebeu HA enquanto que o quadrante esquerdo
recebeu HAMgO 1% (Figura 2).
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Figura 2- Imagem esquematizando a ordem de disposicdo dos tratamentos
previamente determinadas

Fonte: Arquivo Pessoal

No grupo 60 dias, os animais 1, 2 e 3, devidamente identificados, receberam a
composicdo de PRP, enquanto que os animais 4, 5 e 6 receberam coagulo sanguineo. Por
outro lado, no grupo 90 dias, os animais 1, 3 e 4 receberam a composicdo do PRP enquanto
que, 0s animais 2, 5 e 6 receberam o coagulo sanguineo.

Para a fixacdo das guias de nailon, foram realizadas perfuracGes corticais da calvaria
com broca ortopédica de 1.5 mm acoplada a um guia de broca, seguido de rosqueamento
cortical com um rosqueador de 1.5mm. Apds este procedimento e afericdo da espessura
cortical com um medidor de profundidade foram introduzidos parafusos corticais sextavados
ndo bloqueados de 2.0 de 10mm de comprimento (Figura 3), os quais foram fixados a cortical

Ossea com auxilio de uma chave hexagonal, fixando a guia de nailon.
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Figura 3-  Momento da implantacdo da guia de nylon repleta com o biomaterial
(seta vermelha) na calvéria do animal

Fonte: Arquivo Pessoal

Apbs a implantacdo, procedeu-se a sutura dos tecidos moles, sendo o peridsteo
suturado com fio de nailon monofilamentar 3-0 em padrdo Wolf. A dermorrafia foi realizada
com fio de nédilon monofilamentar 3-0 em padrdo de sutura de Wolf, diretamente sem a
reducdo prévia do plano subcutaneo.

4.6. POS-OPERATORIO

Ao final do procedimento, os animais foram medicados com cloridrato de tramadol
(6mg/Kg), TID, dipirona sodica (25mg/Kg), TID e meloxican 0,2% SID (2mg/Kg), todos por
via subcutdnea. O mesmo tratamento foi realizado nos trés dias subsequentes. Além destes, 0s
animais receberam ainda antibioticoterapia a base de enrofloxacino 2,5% (10mg/Kg), por via
intramuscular, BID por cinco dias.

Durante os 10 dias de pos-operatério, as feridas cirdrgicas foram avaliadas para
edema, contaminacédo, hiperemia ou deiscéncia das suturas. Apos esse periodo, 0s pontos de
pele foram retirados. As limpezas eram realizadas com solucdo de cloreto de sodio 0,9%,
BID.

Em todo o periodo do estudo, os animais foram avaliados para qualquer tipo de
alteracdo fisiolégica ou comportamental que pudesse sugerir a necessidade de descarte e

substituicdo da amostra.
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4.7. COLHEITA DAS AMOSTRAS PARA AVALIACAO

Ao final dos periodos pds-operatorios- 60 e 90 dias, os animais foram submetidos a
eutanasia, para realizacdo da colheita das calvarias, conforme Resolucdo n® 13 de 20 de
setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA).

A medicacdo pré-anestésica baseou-se na associagdo de cetamina (Cetamin®,Syntec,
Santana do Panaiba/SP, Brasil) na dose de 20 mg/Kg, midazolan (Medicamento genérico,
Hipolabor, Sabara&/MG) na dose de 2 mg/Kg, por via intramuscular, seguida pela inducéo
anestésica com propofol (Provive®, Unido Quimica, Embu-Guagu/SP, Brasil) na dose de
5mg/Kg, por via intravenosa, aplicada na veia auricular. Ao atingir o plano anestésico
desejado, os animais receberam 10 mL de cloreto de potéssio 19,1%, também por via
intravenosa, até a parada cardiorrespiratoria confirmada por auscultacdo por estetoscopio.

A obtencdo das calvérias procedeu-se similarmente ao procedimento cirargico. Apos
incisdo de pele no mesmo local e rebatimento das estruturas de tecidos moles, as calvérias
foram seccionadas com auxilio de um disco serrilhado acoplado a uma furadeira elétrica,
realizando-se assim a retirada da porcdo de tecido 0sseo craniano contendo as amostras.

As calvérias foram armazenadas em frascos de vidro individuais contendo solugéo de
formaldeido tamponado a 10% por 7 dias (Figura 4), sendo as amostras devidamente
identificadas. Apos esse periodo, as guias de nylon foram removidas e 0s fragmentos 6sseos
(calvarias) foram divididos em duas partes, com o auxilio de um disco diamantado acoplado a
um motor elétrico. Cada parte foi armazenada novamente em frascos individuais com
formaldeido tamponado a 10% por mais 7 dias. Em seguida, as amostras foram encaminhadas

para analise histoldgica, histomorfométrica e de microscopia de varredura.
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Figura 4 - Imagens ilustrativas da coleta dos materiais para analise. (A) Calvaria
recém retirada ainda com as guias de nylon acopladas. (B) Material pos
tempo de conservacdo em formaldeido tamponado a 10% apés a
retirada das guias

Fonte: Arquivo Pessoal

4.7.1. Avaliagdo Histologica

O processamento e analise das amostras para 0s exames histologicos foram realizados
no Laboratorio de Histologia Animal do CAV/UDESC - Lages-SC, sob coordenacdo do
professor Doutor Celso Pilati. Inicialmente, as amostras foram descalcificadas em é&cido
nitrico a 10% por um periodo de 7 dias, seguido do processamento histotécnico. Na
sequéncia, foram submetidas a desidratacdo com alcool, diafanizacdo com xilol e introduzidas
em blocos de cera de parafina, os quais foram seccionados através de um micrétomo a uma
espessura de 4 a 5 pum. Apds montagem das laminas, as mesmas foram coradas com
hematoxilina e eosina de Harris para, por fim, serem avaliadas por microscopia dptica (MO).

No processo de avaliagdo, o histologista era cego aos tratamentos e periodos
estudados. Utilizou-se um critério de avaliacdo adaptado de Valiati (2011) baseado em cruzes
para atribuir quantidades dos tipos celulares encontrados. Os parametros avaliados foram
neoformacdo de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras coladgenas (DFC), presenca de
osteoclastos (PO), presenca de células de limpeza (CL), biomaterial remanescente (BR), além
da proporcdo de osso primério (OP) e osso secundario (OS). Quando da auséncia do
pardmetro assumiu-se a marcagdo como nenhuma cruz; consequentemente, uma cruz era
atribuida para pouca quantidade, duas cruzes para quantidade moderada, trés cruzes para
quantidade acentuada e quatro cruzes para quantidade muito acentuada (Tabela 2).
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Além disso, um novo critério foi adicionado a avalia¢do, no qual dividiu-se
subjetivamente o crescimento 6sseo em trés tercos, sendo terco inicial, terco médio e terco

final, visando avaliar até onde havia neoformacdo 6ssea na amostra.

Tabela 2 - Modelo de critérios de avaliacdo histoldgica baseado em atribuicdo de
cruzes para quantificagdo de neoformagdo de tecido 6sseo (NTO),
deposicédo de fibras coladgenas (DFC), presenca de osteoclastos (PO),
presenca de células de limpeza (CL), biomaterial remanescente (BR),
tecido d6sseo primario (OP), tecido 6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OoP (O

‘Auséngia. O 0O 0O O O 0O O
Leve + + + + + + +
Moderada ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Acentuada +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Muito acentuada  ++++  ++++  H+++ FHH+ +HHHE HHEE

Fonte: Adaptado de Valiati (2011)

4.7.2. Microscopia Eletronica De Varredura (MEV)

As amostras coletadas aos 60 e 90 dias de pds-operatdrio foram submetidas a analise
de microscopia eletrénica de varredura para caracterizacdo morfologica e microestrutural dos
fragmentos 6sseos com biomateriais. Essa avaliacdo foi realizada pelo Grupo de Pesquisa em
Biomateriais do CCT/UDESC - Joinville-SC, sob coordenacdo do professor doutor Nelson
Heriberto Almeida Camargo. Para tal, o equipamento da marca ZEISS®, modelo DSM 940A
foi utilizado. A metodologia foi definida por meio de elétrons secundarios (SE), tendo a
corrente de operacdo em 60 mA, a tensdo de aceleracdo de elétron a 15kV e a distancia de
trabalho de 10mm.

As amostras foram mantidas em solucdo de formaldeido tamponado a 10% até o inicio
do processamento para 0 MEV. Primeiramente, as mesmas passaram por um processo de
desidratacdo em alcool 70% e 100%, durante 6 dias. Na sequéncia foram submetidas a
diafanizacdo em xilol por uma hora e retornaram ao alcool por mais 48 horas. Com o0 auxilio
de um disco diamantado acoplado a um motor elétrico, as amostras foram fraturadas para
serem finalmente avaliadas.

Os fragmentos 0sseos com biomateriais recuperedos do teste in vivo foram entdo
fixados sobre um suporte porta- amostra com o auxilio de uma fita carbono dupla face. Apos,

passaram pelo dessecador sendo, na sequéncia, submetidas ao processo de metalizagdo por
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pulverizacdo catodica, utilizando equipamento especifico (Bal-Tec® SCD 050, modelo
Sputter Coater). Ao término desse procedimento, obteve-se um filme de ouro-paladio de
30nm sobre o fragmento. Esse recobrimento teve o objetivo de conter os efeitos de carga no
interior da camara do microscépio eletrénico. No procedimento de deposicdo ibnica, a
temperatura da cdmara de metalizacédo foi ajustada em 25°C, a tensdo em 2kV, a corrente em
40mA e o tempo de deposigdo em 140 segundos.

A microscopia eletronica de varredura foi responsavel pela andlise descritiva
morfologica através do método visual da interface entre a superficie receptora (calvéria) e o
biomaterial implantado. Foram avaliados ainda a quantidade de biomaterial ndo absorvido e
os tipos e quantidades de células osteogénicas.

4.7.3. Histomorfometria

Ap0s o corte das amostras ja processadas para a microscopia Optica, 0s blocos foram
enviados para 0 LABOPAVE (Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, em Curitibanos- SC, aos cuidados do Professor Dr. Adriano Tony
Ramos, as quais foram seccionadas através de um micrémetro na espessura de 3um e coradas
com tricromico de Masson.

Para a realizacdo das avaliacdes, foram obtidas imagens fotograficas de cinco campos
diferentes da amostra, todas no mesmo aumento de 10X, utilizando-se um microscépio optico
(Leica, modelo DM 500) com uma camera fotografica acoplada (Leica 1CC 50HD),
conectada a um computador através de um cabo USB comum. A obtencdo das imagens
ocorreu através de um software especifico (Leica Application Suite, versdo 3.0.0, 2013).
Assim como na avaliacdo histoldgica, o avaliador era cego aos tratamentos e periodos de
evolucéo.

Apos a obtencdo das imagens, as mesmas foram importadas para outro software
(ImageJ 1.50i), o qual foi utilizado para calibrar os tons das cores dos quesitos a serem
avaliados. Foi estabelecido como padrdo o azul para o tecido conjuntivo fibroso, ja que a
coloracdo Tricrdmico de Masson é responsavel por evidenciar o colageno, e vermelho para o
tecido 0sseo.

Ao final da calibragem, o programa analisou a funcdo chamada "Macro”, a qual
estabeleceu valores em pixels das areas averiguadas, criando uma tabela. Por sua vez, o
software de obtencdo das imagens estabeleceu o aumento de 10X como o selecionado para as

imagens desse estudo, uma vez que cada pixel equivalia a 0,64 microns e a area de cada
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5. RESULTADOS

Os procedimentos cirurgicos ocorreram sem nenhum tipo de complicacdo e o cirurgido
classificou o procedimento como facilmente exequivel. Apds recuperacdo anestésica, 0S
animais nao apresentaram nenhuma alteracdo de comportamento e alimentaram-se
normalmente.

Durante todo o estudo os animais foram avaliados para qualquer alteragdo fisioldgica
ou neuroldgica e também em relacdo as feridas cirdrgicas. Nenhuma alteragdo em nenhum
desses aspectos foi digna de nota.

O projeto inicial era composto de dois grupos amostrais apresentando 7 animais cada.
Entretanto, na execucdo da primeira fase das cirurgias de colocacdo das guias com
biomateriais, no grupo de 90 dias, o sétimo animal veio a 6bito. Ao ser submetido & necropsia,
constatou-se o colabamento dos pulmdes, sugerindo um deslocamento precoce da mascara
laringea. Ndo foram constatadas lesdes que pudessem ser decorrentes dos implantes. Na
segunda fase dos procedimentos, ndo houve nenhuma intercorréncia digna de nota.

Mesmo ap6s o ocorrido, percebeu-se a homogeneidade do grupo, uma vez que dos seis
animais remanescentes, trés haviam recebido o implante de biomaterial acrescido de PRP e
trés de biomaterial acrescido de coagulo. Sendo assim, optou-se por diminuir as amostras para
doze animais.

Apbs o procedimento de eutanasia dos animais e coleta das amostras, observou-se
macroscopicamente uma boa integracdo dos biomateriais, tanto com PRP quanto com
coagulo, no leito receptor. Apenas uma das amostras, HA + PRP do grupo 60 dias,
desprendeu-se parcialmente da calvaria no instante da remocdo do parafuso e da guia.

Importante ressaltar que durante a remocao das calvarias, foi percebido que em todas
as amostras, os parafusos ultrapassaram o limite interno da cortical 6ssea das calvérias (Figura
5) e consequentemente lesionaram as meninges e o cérebro. Entretanto, nenhum dos animais

apresentou qualquer tipo de alteracdo comportamental ou fisioldgica.
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Figura 5- Imagem da colheita das calvéarias para avaliagdo. Enfase para o0s
parafusos que ultrapassaram os limites das calvérias (seta branca) e as
respectivas lesdes causadas em meninges e cérebro (seta azul)

Fonte: Arquivo Pessoal

Ainda macroscopicamente, foi possivel perceber uma quantidade bastante acentuada
de biomaterial remanescente em todos os tratamentos e periodos. A seguir, serdo apresentados
os resultados do dois biomateriais acrescidos de PRP ou coagulo durante os dois periodos de

evolucéo estudados.

5.1. HA + PRP

Os resultados encontrados para essas amostras apresentaram uma classificacdo de
crescimento 0sseo acentuado para esse tratamento nos dois periodos, porém com quantidade

de tecido fibroso relevante. Sendo assim, o tratamento sugere um bom potencial osteoindutor.
5.1.1. Grupo 60 dias
Esse tratamento apresentou acentuada neoformagdo de tecido Osseo, a qual

apresentou-se moderada tanto em tecido 6sseo primario quanto em secundario. Apresentou
ainda moderada quantidade de tecido fibroso. As amostras acusaram ainda leve quantidade de
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células gigantes mononucleadas (osteoclastos) e moderada quantidade de células de limpeza.
No quesito crescimento 6sseo, esse tratamento desenvolveu-se até o terco médio da amostra.
A partir da Tabela 3 serdo apresentados os resultados histoldgicos obtidos nas analises
das amostras. As Figuras 6, 7 e 8 representam respectivamente, as micrografias obtidas pela
microscopia 6ptica com diferentes coloracfes e as obtidas pela microscopia eletronica de
varredura, sobre a superficie de fratura do fragmento 6sseo, obtido do tratamento HA + PRP

no periodo de 60 dias de teste in vivo guiado.

Tabela 3-  Resultados obtidos através da andlise histologica de HA+ PRP, com
evolucdo de 60 dias de pos-operatorio, quanto a neoformacao de tecido
0sse0 (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), presenca de
osteoclastos (PO), células de limpeza (CL), biomaterial remanescente
(BR), tecido 6sseo primario (OP) e tecido 6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OP oS

+++ ++ + ++ ++++ ++ +

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 6 - Imagem histolégica para o tratamento HA + PRP no periodo de
evolucdo de 60 dias. Coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) (BR)
biomaterial remanescente; (NTO) neoformacao de tecido dsseo; (DFC)
deposicdo de fibras coldgenas. Aumento 10X. B) (BR) biomaterial
remanescente; (NTO) neoformacdo de tecido Osseo. Detalhe para
ostedcitos e osteoblastos (setas pretas). Aumento 40X

Fonte: Laboratério de Histologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC
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Figura 7 - Imagem histologica para o tratamento HA + PRP com tempo de
evolugdo para 60 dias. Coloragdo Tricromico de Masson. (BR)
Biomaterial remanescente. Tecido conjuntivo em coloracdo azul e
tecido 0sseo em coloracdo vermelha evidenciada pela seta amarela.
Aumento 10X

Fonte: LABOPAVE- UFSC - Curitibanos- SC

Figura 8 - Micrografia obtida através de MEV para o tratamento HA + PRP no
periodo de evolucdo de 60 dias. (A) Acentuada neoformacdo de tecido
0sseo sobre o biomaterial remanescente (seta vermelha), deposicdo de

moderada quantidade de fibras colagenas (seta verde) (aumento de

200X). (B) Interface do implante do biomaterial +PRP com a calvaria,
demonstrando boa osteointegracéo (seta laranja) (aumento 15X)
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5.1.2. Grupo 90 dias

No periodo de 90 dias de evolugdo, as anélises demonstraram acentuada neoformacéo
de tecido dsseo, assim como no periodo anterior, sendo moderada a classificacdo tanto de
tecido 6sseo primario quanto de tecido secundario. Apresentou ainda moderada quantidade de

deposicao de tecido fibroso e menor quantidade de células de limpeza, além de nimero de



57

osteoclastos superior a do periodo de 60 dias. A Tabela 4 apresenta o0s resultados acima

descritos e as Figuras 9, 10 e 11 revelam as microscopias Opticas e de varredura obtidas sobre

a superficie de fratura dos fragmentos 6sseos.
Em relacdo ao crescimento 6sseo da amostra, esse tratamento desenvolveu-se até o

terco final da guia.

Tabela 4 - Resultados obtidos através da analise histologica de HA + PRP, com
evolucdo de 90 dias de pos-operatorio, quanto a neoformacdo de tecido
0sse0 (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), presenca de
osteoclastos (PO), células de limpeza (CL), biomaterial remanescente
(BR), tecido 6sseo primario (OP) e tecido 6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OP oS

+++ ++ +++ + ++++ ++ ++

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 9 Imagem histolégica para o tratamento HA + PRP no periodo de
evolucdo de 90 dias. Coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) (BR)
biomaterial remanescente; (NTO) neoformacéo de tecido dsseo; (MO)
medula déssea. Aumento 10X. B) (BR) biomaterial remanescente;
(NTO) neoformacéo de tecido 0sseo. Destaque para osteoblastos (seta
preta) Aumento 40X

Fonte: Laboratério de Histologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC
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Figura 10 Imagem histologica para o tratamento HA + PRP com tempo de
evolucdo para 90 dias. Coloracdo Tricromico de Masson. (BR)
Biomaterial remanescente (MO) Medula 6ssea. Tecido conjuntivo em
coloracgéo azul e tecido 6sseo em coloracdo vermelha (setas amarelas).

Aumento 10X

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC

Figura 11 Micrografia do compdsito HA + PRP no periodo de evolucdo de 90
dias obtida atraves de MEV. (A) Demonstracdo de neoformacdo de
tecido 06sseo sobre o biomaterial remanescente (seta vermelha),
deposicdo de tecido fibroso (seta verde) (aumento de 50X). (B)
Atividade dos osteoblastos formando um novo tecido ésseo (seta

amarela) (aumento 5000X)
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5.2. HAMgO 1% + PRP

Em uma visdo geral, essa associacdo apresentou neoformacéo de tecido 6sseo bastante
satisfatorio, indicando uma boa osteoitegracéo, ja que nenhuma das amostras, em nenhum dos

tempo de evolugéo, apresentou desprendimento do leito receptor.
5.2.1. Grupo 60 dias

O crescimento 0sseo desse tratamento desenvolveu-se até o terco médio da guia. A
Tabela 5 mostra os resultados obtidos da associagdo do HAMgO 1% com PRP, o qual
apresentou moderada neoformacdo de tecido d6sseo, sendo moderada a formacdo de tecido
0sseo primario e leve a de tecido secundario. Apresentou ainda acentuada formacao de tecido
fibroso. Os osteoclastos apresentaram-se em quantidade moderada assim como as células de
limpeza. As Figuras 12, 13 e 14 demonstram as micrografias de histologia dptica e varredura,

sobre a superficie do fragmento dsseo.

Tabela 5 Resultados obtidos através da analise histologica de HAMgO 1% +
PRP, com evolucdio de 60 dias de pds-operatério, quanto a
neoformacdo de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas
(DFC), presenca de osteoclastos (PO), células de limpeza (CL),
biomaterial remanescente (BR), tecido 6sseo priméario (OP) e tecido
dsseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OoP oS

++ +++ ++ ++ ++++ ++ +

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 12

Figura 13

Imagem histolégica para o tratamento HAMgO 1% + PRP no periodo
de evolucdo de 60 dias. Coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). (BR)
biomaterial remanescente. Crescimento 0sseo moderado (setas
amarelas); acentuada deposicdo de tecido fibroso (setas vermelhas).

Aumento 10X.

Imagem histoldgica para o tratamento HAMgO1% + PRP com tempo
de evolugdo para 60 dias. Coloragcdo Tricromico de Masson. (BR)
Biomaterial remanescente. Tecido conjuntivo em coloracdo azul e
tecido 6sseo em coloracdo vermelha evidenciada pelas setas amarelas.

Aumento 10X

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC
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Figura 14 Imagem obtida através de MEV demonstrando os resultados obtidos
da associa¢do do biomaterial HAMgO 1% + PRP no periodo de 60
dias. (A) deposicdo acentuada de tecido fibroso (seta verde) (aumento
500X). (B) demonstragdo de neoformacdo dssea em quantidade
moderada entremeada aos granulos do biomaterial (seta vermelha),
deposicéo de tecido fibroso (seta verde) (aumento 50X)

5.2.2. Grupo 90 dias

Em comparacdo ao grupo de 60 dias a neoformacdo 6ssea foi superior apresentando
um tecido 6sseo mais organizado, caracterizando o tecido ésseo secundério, o qual apresentou
uma quantidade mais significativa. A deposicdo de tecido fibroso apresentou quantidade
semelhante, porém tanto os osteoclastos quanto as células de limpeza apresentaram-se em
quantidade inferior (Tabela 6). O crescimento dsseo desenvolveu-se até o terco superior. As

Figuras 15, 16 e 17 representam as microscopias Opticas e de varredura.

Tabela 6 Resultados obtidos através da analise histolégica de HAMgO 1% +
PRP, com evolucdio de 90 dias de pds-operatério, quanto a
neoformacdo de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas
(DFC), presenca de osteoclastos (PO), células de limpeza (CL),
biomaterial remanescente (BR), tecido 6sseo priméario (OP) e tecido
6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OP OS

+++ ++ + + ++++ ++ ++

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 15 Imagem histologica para o tratamento HAMgO 1%+ PRP no periodo
de evolugéo de 90 dias. Coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) (BR)
biomaterial remanescente; (NTO) neoformacéo de tecido 6sseo; (DFC)
deposicdo de fibras colagenas. Aumento 10X. B) (BR) biomaterial
remanescente; (NTO) neoformacéo de tecido 0sseo. Destaque para 0s
ostedcitos dentro da matriz dssea (setas pretas) Aumento 40X

L e e [B NN W

Fonte: Laboratério de Histologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC

Figura 16 Imagem histoldgica para o tratamento HAMgO1% + PRP com tempo
de evolucdo para 90 dias. Coloracdo Tricromico de Masson. (BR)
Biomaterial remanescente. Tecido conjuntivo (DFC) em coloragéo azul
e tecido 6sseo em coloracdo vermelha (setas amarelas). Aumento 10X

Fonte: LABOPAVE- UFSC- Curitibanos- SC
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Figura 17 Imagem de micrografia obtida através de MEV demonstrando o0s
resultados obtidos a partir da associagdo de HAMgO1% + PRP aos 90
dias de evolucdo. (A) Acentuada atividade de osteoblastos formando
novo tecido 6sseo (aumento 5000X). (B) Neoformacao de tecido 6sseo
(setas vermelhas), atividade osteoblastica formando novo tecido 6sseo
(seta amarela) (aumento 5000X).

5.3 HA + COAGULO

Esse tratamento, assim como os demais, obteve neoformacdo de tecido dsseo de
maneira bastante satisfatoria, com distribuicdo entre tecido 6sseo primario e secundario em

quantidades similares.

5.3.1. Grupo 60 dias

Aos 60 dias de pds-operatorio, o crescimento 6sseo médio pela amostra desenvolveu-
se até o terco superior da guia. Nesse periodo de evolucdo, as amostras apresentaram
acentuada neoformacdo de tecido Gsseo, distribuindo-se moderadamente entre tecido 6sseo
primério e secundario. A deposicao de tecido fibroso apresentou-se também em quantidade
moderada assim como as células de limpeza e as células gigantes mononucleadas
(osteoblastos).

A seguir, a Tabela 7 mostra os resultados obtidos nesse tratamento aos 60 dias de
evolucdo e as Figuras 18, 19 e 20 mostram as micrografias obtidas por microscopia Gptica e
MEV.
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Tabela 7 Resultados obtidos através da analise histologica de HA + COAGULO,
com evolucdo de 60 dias de po6s-operatorio, quanto a neoformacéo de
tecido 6sseo (NTO), deposicédo de fibras colagenas (DFC), presenca de
osteoclastos (PO), células de limpeza (CL), biomaterial remanescente
(BR), tecido 0sseo primario (OP) e tecido 6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OP oS

+++ ++ ++ ++ ++++ ++ ++

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 18 Imagem histoldgica para o tratamento HA+ COAGULO no periodo de
evolucdo de 60 dias. Coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) (BR)
biomaterial remanescente; (NTO) neoformacdo de tecido 0sseo;
Aumento 10X. B) (BR) biomaterial remanescente; (NTO) neoformagéo
de tecido dsseo. Detalhe dos osteoblastos na interface de NTO e BR
(setas pretas). Aumento 40X

Fonte: Laboratério de Histologia Animal CAV/UDESC- Lages - SC



Figura 19 Imagem histolégica para o tratamento HA+ COAGULO com tempo de
evolucdo para 60 dias. Coloragdo Tricromico de Masson. (BR)
Biomaterial remanescente. Deposicdo de fibras colagenas (DFC) em
coloracdo azul e tecido 6sseo em coloragdo vermelha evidenciada pelas
setas amarelas. Formacao de medula (MO). Aumento 10X

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos - SC

Figura 20 Micrografia demonstrando a neoformacdo de tecido Osseo do
biomaterial HA + coégulo aos 60 dias de pds operatorio. (A) Presenca
acentuada de neoformacdo Ossea (seta vermelha) sobre o biomaterial
remanescente (seta amarela) (aumento 200X). (B) Demonstracdo de
prolongamentos dsseos se formando a partir do biomaterial (seta verde)
e neoformacéo 0Ossea (seta vermelha) (aumento de 1000X)
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Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais da CCT/UDESC - Joinville SC
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5.3.2. Grupo 90 dias

As amostras apresentaram uma neoformacdo de tecido ésseo abaixo da apresentada
pelo grupo de 60 dias. O crescimento pela amostra limitou-se ao terco médio da guia de
crescimento. Os outros parametros como presenca de osteoclastos, células de limpeza e
formacdo de tecido fibroso ndo apresentaram diferenca entre os periodos. A Tabela 8
apresenta os resultados desse periodo e as Figuras 21, 22 e 23 ilustram as microscopias optica

e de varredura.

Tabela 8 Resultados obtidos através da analise histologica de HA + COAGULO,
com evolucdo de 90 dias de pds-operatorio, quanto a neoformacéo de
tecido dsseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), presenca de
osteoclastos (PO), células de limpeza (CL), biomaterial remanescente
(BR), tecido 6sseo primario (OP) e tecido 6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OoP oS

++ ++ ++ ++ ++++ ++ ++

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 21 Imagem histoldgica para o tratamento HA +COAGULO no periodo de
evolucdo de 90 dias. Coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) (BR)
biomaterial remanescente; (NTO) neoformacéo de tecido dsseo; (MO)
medula éssea. Aumento 10X. B) (BR) biomaterial remanescente;
(NTO) neoformacdo de tecido dsseo. Interface entre calvaria e NTO

Fonte: Laboratorio de Histologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC



Figura 22

Figura 23

mvu -4

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais da CCT/UDESC - Joinville SC

Imagem histolégica para o tratamento HA +COAGULO com tempo de
evolucdo para 90 dias. Coloracdo Tricromico de Masson. (BR)
Biomaterial remanescente; (MO) medula 6ssea. Tecido conjuntivo em
coloragdo azul e tecido 6sseo em coloragdo vermelha (setas amarelas).
Aumento 10X

3

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC

Micrografia obtida através de MEV demonstrando a neoformacdo de
tecido 6sseo a partir do biomaterial HA + COAGULO aos 90 dias de
poés- operatdrio. A) Presenca moderada de neoformacdo Gssea (setas
vermelhas) (aumento de 200X). B)Prolongamentos de tecido dsseo se
formando a partir dos granulos do biomaterial (setas verdes) (aumento
2000X)
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5.4. HAMgO 1% + COAGULO

Assim como nos grupos do biomaterial HAMgO 1% associado ao PRP, a
neoformacdo Ossea obteve resultado consideravel ao associar o HAMgO 1% ao coagulo. A

seguir, as evolucdes nos dois periodos de tratamento.
5.4.1. Grupo 60 dias

Ap0s esse periodo de evolucdo, a neoformacéo de tecido 6sseo apresentou quantidade
moderada. Essa neoformacao apresenta-se distribuida moderadamente e similarmente entre
tecido 6sseo primario e secundario. A deposicdo de tecido fibroso apresentou-se em
quantidade acentuada. Ja as células de limpeza e os osteoclastos apresentaram-se em
quantidade moderada (Tabela 9). O crescimento ésseo pela amostra expandiu-se até o terco

médio da guia. As Figuras 24, 25 e 26 mostram as microscopias optica e de varredura.

Tabela 9 Resultados obtidos através da analise histologica de HAMgO 1% +
COAGULO, com evolugdo de 60 dias de pss-operatorio, quanto a
neoformacdo de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas
(DFC), presenca de osteoclastos (PO), células de limpeza (CL),
biomaterial remanescente (BR), tecido 6sseo priméario (OP) e tecido
6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OoP oS

++ +++ ++ ++ ++++ ++ ++

Fonte: Arquivo Pessoal



Figura 24

Imagem histologica para o tratamento HAMgO 1%+ COAGULO no
periodo de evolucdo de 60 dias. Coloracdo Hematoxilina/Eosina (HE).
A) (BR) biomaterial remanescente; (NTO) neoformacdo de tecido
0sseo; (DFC) Deposicdo de fibras coldgenas. Aumento 10X. B) (BR)
biomaterial  remanescente; (NTO) neoformacdo de tecido ésseo.
Presenca de ostedcitos na matriz 6ssea (setas pretas) Aumento 40X

Figura 25

Imagem histoldgica para o tratamento HAMgO1%+ COAGULO com
tempo de evolucdo para 60 dias. Coloracdo Tricromico de Masson.
(BR) Biomaterial remanescente; (MO) medula dssea. Deposi¢do de
fibras coldgenas em coloracdo azul e tecido désseo em coloracdo
vermelha (setas amarelas). Aumento 10X

Fonte: LABOPAVE- UFSC - Curitibanos- SC
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Figura 26 Micrografia obtida através de MEV demonstrando a neoformacéo de
tecido 6sseo a partir do biomaterial HAMgO 1% + COAGULO aos 60
dias de pos operatorio. A) Presenca moderada de neoformacdo Ossea
(setas vermelhas) e acentuada deposicdo de fibras colagenas (setas
verdes) (aumento 500X). B) Demonstracdo de neoformacédo de tecido
0sseo (setas vermelhas) e deposicéo de fibras colagenas (setas verdes)
(aumento 200X)

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais da CCT/UDESC - Joinville SC

5.4.2. Grupo 90 dias

A neoformacédo 6ssea demonstrou acentuado crescimento nesse periodo de evolucao.
Assim como no periodo anterior, a distribuicdo entre tecido 6sseo primario e secundario
apresentou-se similarmente moderada. Tanto as células de limpeza quanto os osteoclastos
apresentaram menor quantidade, assim como a deposic¢do de tecido fibroso (Tabela 10). O
crescimento pela amostras distribuiu-se até o terco médio. As Figuras 27, 28 e 29 ilustram as

microscopias optica e de varredura.

Tabela 10 Resultados obtidos através da analise histologica de HAMgO 1% +
COAGULO, com evolugdo de 90 dias de pos-operatorio, quanto a
neoformacdo de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas
(DFC), presenca de osteoclastos (PO), células de limpeza
(CL),biomaterial remanescente (BR), tecido ésseo primario (OP) e
tecido 6sseo secundario (OS)

NTO DFC PO CL BR OP OS

+++ + + + ++++ ++ ++

Fonte: Arquivo Pessoal



Figura 27

Figura 28

Fonte: Laboratorio de Histologia Animal- CAV/UDESC - Lages- SC

Imagem histologica para o tratamento HAMgO 1%+ COAGULO no
periodo de evolucdo de 90 dias. Coloracdo Hematoxilina/Eosina (HE).
A) (BR) biomaterial remanescente; (NTO) neoformacdo de tecido
0sseo; (MO) Medula 6ssea. Aumento 10X. B) (BR) biomaterial
remanescente; (NTO) neoformacédo de tecido 6sseo (DFC) Deposicédo
de fibras coladgenas. Aumento 40X

A80A A TRES DR At |

Imagem histolégica para o tratamento HAMgO1%+COAGULO com
tempo de evolugdo para 90 dias. Coloragdo Tricromico de Masson.
(BR) Biomaterial remanescente; (MO) medula o6ssea. Tecido
conjuntivo em coloracdo azul e tecido 6sseo em colora¢do vermelha
(setas amarelas). Aumento 10X
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Fonte: LABOPAVE - USFC - Curitibanos - SC
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Figura 29 Micrografia obtida através de MEV demonstrando a neoformacéo de
tecido 6sseo do biomaterial HAMgO 1% + COAGULO aos 90 dias de
poOs-operatdrio. A) Presenca acentuada de neoformacdo Ossea (setas
vermelhas) (aumento 100X). B) Demonstracdo de neoformagdo 6ssea

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais da CCT/UDESC - Joinville SC
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5.5. RESULTADOS COMPARATIVOS

A Tabela 11 compara os biomateriais estudados e suas respectivas associagdes com
PRP ou codgulo, através dos critérios histoldgicos avaliados aos 60 e 90 dias de evolucéo de

pos-operatorio.

Tabela 11 Resultados médios comparativos para cada tempo de tratamento, 60 e
90 dias de pds-operatdrio, obtidos em relacdo a neoformacao de tecido
0sse0 (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), presenca de
osteoclastos (PO), células de limpeza (CL), biomaterial remanescente
(BR), tecido 6sseo primario (OP) e tecido 6sseo secundario (OS)

Biomaterial NTO DFC PO CL
+
Tratamento
HA 1,67TM +++ ++ +++ + ++++ ++ ++
+ PRP (90 dias)
HAMgO 1% ++ ++ ++ ++ ++++ ++ ++
+ PRP (90 dias)
HA 1,67TM +++ ++ + + ++++ ++ ++
+ coagulo (90 dias)
HAMgO 1% +++ + + + ++++ ++ ++
+ coagulo (90 dias)
HA 1,67TM +++ ++ + ++ ++++ ++ +
+ PRP (60 dias)
HAMgO 1% +++ ++ ++ ++ ++++ ++ ++
+ PRP (60 dias)
HA 1,67TM ++ +++ ++ ++ ++++ ++ +
+ coagulo (60 dias)
HAMgO 1% ++ +++ ++ ++ ++++ ++ ++

+ codgulo (60 dias)

Fonte: Arquivo Pessoal

As FIGURAS 30 e 31 ilustram comparativamente as micrografias obtidas da analise
histol6gica e MEV os tratamentos com biomaterial acrescido de PRP ou coagulo aos 60 dias
de evolucéo. J& as FIGURAS 32 e 33 ilustram as micrografias obtidas da andlise histol6gica e

por MEV para o tempo de teste in vivo de 90 dias.
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Figura 30 Imagem histolégica comparativa dos tratamentos aos 60 dias de
evolucdo de pos-operatorio. Em azul evidencia-se o tecido conjuntivo
fibroso. Em vermelho cora-se o tecido 6sseo neoformado. (A) HA +
PRP. (B) HA + COAGULO. (C) HAMgO1% + PRP. (D) HAMgO1%
+ COAGULO. (Tricrémico de Masson, aumento 10X)
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Fonte: LABOPAVE- UFSC- Curitibanos- SC



Figura 31 Fotomicrografias comparativas dos tratamentos aos 60 dias de
evolucdo de pds- operatdrio, obtidas por MEV. (A)HA + PRP. Imagem
demonstrando acentuada neoformacéo de tecido 6sseo (seta vermelha)
sobre o biomaterial remanescente (setas amarelas). (B) HA +
COAGULO. Imagem demonstrando tecido dsseo neoformado (seta
vermelha) e moderada deposicao de fibras colagenas (setas verdes). (C)
HAMgO1% + PRP Prolongamento de tecido fibroso (seta verde) sobre
0 biomaterial remanescente (setas amarelas). (D) HAMgO1% +
COAGULO. Acentuada deposicéo de fibras colagenas (setas verdes) e
moderada neoformacéo 6ssea (setas vermelhas). (Aumento 200X)

2A1w’4,

Fonte: Grupo de Pesqwsa em Blomaterlals CCT/UDESC J0|nV|IIe SC
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Figura 32 Imagem histolégica comparativa dos tratamentos aos 90 dias de
evolugdo de pos-operatério. (A) HA + PRP demonstrando a
neoformacdo 6ssea. Presenca de osteoblastos (setas pretas). (B) HA +
COAGULO demonstrando linha de osteointegracdo entre calvaria e
neoformacdo OGssea (setas vermelhas). (C) HAMgO1% + PRP
demonstrando moderada quantidade de tecido conjuntivo fibroso (setas
amarelas). (D) HAMgO1% + COAGULO demonstrando acentuada
neoformacdo de tecido 0Osseo. Presenca de ostedcitos (setas azuis)
(H&E, aumento 40X)
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Fonte: Laboratorio de Patologia Animal CAV/UDESC - Lages- SC
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Figura 33 Fotomicrografia comparativas dos tratamentos aos 90 dias de evolucéo
de pos- operatério, obtidas por MEV. (A) HA + PRP. Imagem
demonstrando atividade osteoblastica induzindo neoformacdo Ossea
(seta azul). (B) HA+ COAGULO. Prolongamentos 6sseos (setas
vermelhas) formando-se entre os granulos do biomaterial (setas
amarelas). (C) HAMgO 1% + PRP. Prolongamentos &sseos (setas
vermelhas) sobre o biomaterial remanescente (setas amarelas). (D)

HAMgO1% + COAGULO. Imagem destacando neoformacgdo Ossea

sobre os granulos de biomaterial.(Aumento 3000X)
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5.5.1. Anélise Histomorfométrica

Foram analisadas e quantificadas a formacg&o de novo tecido 0sseo e, em contrapartida,
a deposicao de tecido fibroso em cada um dos tratamentos, HA + PRP, HAMgO 1% + PRP,
HA + COAGULO e HAMgO 1% + COAGULO e seus respectivos tempos de evolugéo -60 e
90 dias. As Figuras 34 e 35 ilustram os resultados encontrados.
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Figura 34 Grafico ilustrando resultados percentuais da analise de histomorfometria,
demonstrando a relagdo entre os tratamentos, para a neoformacdo de
tecido 0Osseo (vermelho), a deposicdo de tecido fibroso (azul) e o
bimaterial remanescente e outros tecidos (verde) aos 60 dias de evolugéo
de pos -operatdrio.

120

100 - m Biomaterial
80 - Remanescente e
outros
60 - . .
B Tecido Osseo
40
20 -
M Tecido Fibroso
0 = T T T

HA1,67M HAMgO HA1,67M HAMgO
+PRP 1% +PRP +codgulo 1%+
coagulo

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 35 Gréfico ilustrando resultados percentuais da andlise de histomorfometria,
demonstrando a relagdo entre os tratamentos, para a neoformacdo de
tecido Osseo (vermelho), a deposicdo de tecido fibroso (azul) e o
biomaterial remanescente e outros tecidos (verde)aos 90 dias de evolucgéo
de pos -operatdrio.

120
100 -~
80 -
60 - Biomaterial
Remanescente e
40 ~ outros
20 - Tecido Osseo
0 T T T T
HA167M HAMgO HA1,67M HAMEO g Tecido Fibroso
+PRP 1%+ PRP + coagulo 1% +
coagulo

Fonte: Arquivo Pessoal
5.5.2. Andlise Estatistica
A Tabela 12 apresenta os valores das médias e desvios- padrdo relacionados aos

valores encontrados na analise histomorfométrica dos tratamento em relacdo a neoformacéo

de tecido Gsseo e a deposicao de tecido fibroso aos 60 e 90 dias de evolugéo, respectivamente.
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Tabela 12 Médias em valores percentuais encontradas e respectivos desvios- padrdo
para neoformacéo de tecido 0sseo e deposic¢do de tecido fibroso para todos
0s tratamentos em seus respectivos tempos de evolucao

TECIDO OSSEO TECIDO FIBROSO

Tratamento 60 dias 90 dias 60 dias 90 dias
HA 1,67M + PRP 14,13+ 11,72a 30,5t 17ab 10,86+ 14,9 17,76 14,1c
HAMgO 1% + PRP 7,29+ 5,52bc 11,652 8,3b 4+2,8abc 25,24+ 12,06ab
HA 1,67M + coagulo 14,39+ 9,51 18,37+ 23 9,46+ 3,45b 8,6+ 8,16bc
HAMgO 1% + coagulo 15,36+ 5,39hc 18,54+ 12,3 13 +£9,3abc 22,17+ 6,84ab

a- diferenca significativa entre momentos no mesmo tratamento
b - indica diferenca entre grupos, apos teste One-Way ANOVA
c- indica diferenga estatistica entre dois grupos apos teste t de Student

As andlises estatisticas foram desenvolvidas através do software GraphPad Prism,
versdo 7.00. A realizacdo do teste t de student, confrontou o uso do PRP e do codgulo com os
diferentes biomateriais e o teste de ANOVA analisou todos os tratamentos, avaliando qual
apresentava o melhor resultado estatisticamente.

Para analisar os tratamentos entre 0 mesmo biomaterial e complementos diferentes,
PRP ou coagulo, dentro do mesmo tempo de evolucao, referente ao crescimento 6sseo, usou-
se o teste t de student. Aos 60 dias de evolugdo para os tratamentos com o biomaterial
HAMgO 1% com seus diferentes complementos, o coagulo apresentou resultado estatistico
superior ao PRP, entretanto os outros tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre eles, nem mesmo aos 90 dias de evolucao.

Realizando uma avaliacdo geral do desempenho de cada tratamento diante de todos o0s
outros, utilizou-se o teste de ANOVA. Diante disso, ao avaliar os tratamentos aos 60 dias, 0
tratamento HAMgO 1% associado a coagulo apresentou melhor resultado estatistico diante do
mesmo biomaterial associado ao PRP, apresentando uma média superior de crescimento 0sseo
com um desvio padrdo mais similar. J& o grupo de 90 dias, mostrou uma superioridade do
tratamento HA + PRP diante do biomaterial HAMgO 1% com a mesma associagdo. Em uma
visdo geral, o tratamento HAMgO 1% + PRP apresentou o pior desempenho nos dois
periodos de evolucéo.

Confrontando os dois periodos de evolugdo, o teste t foi novamente selecionado. O
resultado mostra que o tratamento HA + PRP aos 90 dias de evolugdo apresentou um
desempenho superior apresentando diferenca estatistica relevante.

Com relagéo ao tecido fibroso, os mesmos testes foram realizados, nas mesmas
situacbes. Ao equiparar os resultados entre o mesmo biomaterial e seus diferentes

complementos, o tratamento HA+ PRP apresentou superioridade estatistica relevante diante
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do mesmo biomaterial associado ao coagulo no grupo de 90 dias. Em contrapartida, no grupo
de 60 dias, a associagdo HAMgO 1% + coagulo apresentou resultado superior a0 mesmo
biomaterial associado ao PRP.

Ao contrastar os tratamentos com eles mesmo, dentro de um mesmo periodo de
evolugéo, no grupo de 60 dias, o tratamento HAMgO1% + PRP apresentou superioridade na
formagdo de tecido fibroso sobre o tratamento HA + coagulo e 0 mesmo aconteceu entre 0s
tratamentos HAMgO 1% + coagulo e HA + coagulo, sendo o primeiro superior ao segundo.
No grupo 90 dias, as duas situacdes se repetem, apresentando também diferenca estatistica
relevante.

Na aplicacdo do teste t entre momentos de um mesmo tratamento, o tratamento
HAMgO 1% apresentou superioridade estatistica na formacdo de tecido fibroso aos 90 dias

com os dois complementos, PRP e coagulo.
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6. DISCUSSAO

Por promover uma situagéo similar a realidade, o modelo animal apresenta-se como
ferramenta fundamental para estudos nas mais diversas areas da saude, fazendo com que os
estudos in vivo apresentem resultados fidedignos. Entretanto, deve-se sempre procurar
utilizar o menor nimero de animais possivel, primando por minimizar seu sofrimento em
todas as situacdes (STEIN,2009). Este estudo foi criterioso nos cuidados para com 0s animais
visando seu bem estar e, consequentemente, resguardando os resultados obtidos, tendo em
vista que 0s mesmos apresentam-se relevantes as areas médicas, tanto animal quanto humana.

A escolha por coelhos deu-se pela facilidade de manejo, porte pequeno e relativa
docilidade, além do baixo custo de manutengdo. Calasans- Maia et al.(2009) realizaram uma
revisdo sobre a utilizacdo de coelhos como unidades experimentais e afirmam ser uma espécie
com disponibilidade satisfatoria de informagdes basicas tornando-os, além das razdes citadas
anteriormente, vantajosos em pesquisa.

A calvaria foi a regido pré-determinada para realizacdo dos implantes. Compreende-se
por calvaria a &rea que se estende da cavidade supraorbital até a protuberancia occipital
externa (LEVANDOWSKI- Jr, 2009). A escolha dessa regido deu-se pelo fato de ser uma
area de facil acesso cirurgico, apresentar morbidade muito baixa e pouca interferéncia das
forcas musculares no local (DE LIMA et al., 2013). Outros estudos ja foram realizados nessa
regido obtendo sucesso relevante (KUCI, 2017; COLOMBO 2016; LEVANDOWSKI-Jr,
2014; LEVANDOWSKI- Jr, 2009), todos eles usando a mesma metodologia de crescimento
0sseo guiado in vivo.

Foi realizada a implantacdo de duas guias de crescimento, similar ao estudo realizado
por Ezirganli et al.(2013), contrapondo os autores acima citados, 0s quais utilizaram quatro
guias de crescimento em cada calvaria. Optou-se por somente duas guias devido ao tamanho
dos animais, que eram pequenos, considerando-se que poderia haver influéncia nos resultados
como ocorreu no trabalho desenvolvido por Kuci (2017), onde as guias ultrapassaram 0s
limites supraorbitais permitindo que houvesse um pequeno ponto sem contato entre as
mesmas e o leito receptor na por¢do mais rostral da calvaria.

O método de formacdo dGssea guiada recepciona a criacdo de neoformacdo de tecido
0sseo em sitios onde ndo ha crescimento 6sseo prévio. Para a realizacdo desse método é
necessario o auxilio de aparatos rigidos e impermeaveis que véo estabilizar o biomaterial
granulado promovendo um isolamento quanto aos tecidos adjacentes. O nylon é um material

bioinerte e amplamente usado em procedimentos cirargico como suturas (VECHI et al.,
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2016). O nylon 6 é um polimero sintético com for¢a mecénica apropriada, boa estabilidade e
excelente maleabilidade (PANT et al.2011). O presente estudo utilizou guias de nylon (n6)
como aparatos de crescimento 0sseo guiado, diferentemente de Levandowski-Jr (2014) que
utilizou Teflon e Colombo (2016) e Kuci (2017), que utilizaram a poliamida. Entretanto,
assim como os anteriores, as guias de nylon ndo apresentaram interferéncia nos resultados
obtidos, vedaram de forma eficiente os sitios de crescimentos dsseos, juntamente com 0s
parafusos e nenhum dos animais apresentaram qualquer tipo de rejeicao.

Os autores supracitados, Levandowski- Jr(2014), Colombo (2016) e Kuci (2017)
usaram parafusos de titdnio de tamanho 2.0 X 0,8mm. Entretanto, no decorrer dos
procedimentos cirurgico percebeu-se que parafusos de mesmo tamanho ndo ultrapassavam o
limite interno das guias de nylon, ndo realizando de forma apropriada a sua fixacdo. Sendo
assim, optou-se pela utilizacdo de parafusos mais longos de 2.0 X 10mm. No momento da
colheita das calvarias notou-se que os parafusos ultrapassaram os limites das mesmas de
forma consistente e que culminaram em lesdes em meninge e cérebro em todos os animais do
experimento. Contanto, nenhum animal apresentou alteracdo comportamental ou fisiologica.
Esses aspectos pode ter permanecido inalterados, devido ao fato dos animais terem sido
tratados com enrofloxacino, uma quinolona que apresenta baixo peso molecular, ligagcdo a
proteinas séricas baixa a moderadas e com caracteristica lipofilica, o que a torna
farmacocineticamente ideal para o tratamento de infecgdes do sistema nervoso central (LIN;
DE SA, 2002). Para estudos futuros, que usem essa metodologia, recomenda-se um parafuso
de tamanho intermediario, ou ainda o uso de aparelhagens de imagem em tempo real, como o
fluoroscopio, com os quais pode ser possivel analisar a medida de implantacdo dos parafusos.

Os biomateriais selecionados por esse estudo foram previamente avaliados por
Colombo (2016), no formato de biocimento. Levandowski-Jr (2014) e Regalin (2014)
também avaliaram a hidroxiapatita 100%, entretanto com outro formato de sinterizacdo, o
granulo, sendo assim, seus resultados associados ao coagulo sanguineo ja eram elucidados.
Na avaliagdo dos resultados desses autores, a HA obteve em todos eles excelentes resultados.
Em Colombo (2016), o biocimento formado pelo compdsito HAMgO 1% associado a coagulo
obteve resultado superior ao biocimento de HA 100%. Sabe-se pela literatura que a
microporosidade exerce influencia direta sobre as propriedades tanto biologicas quanto
mecanicas refletindo diretamente na capacidade de formacéo dssea in vivo (COATHUP et al.,
2012) e que a morfologia do biomaterial e a microporosidade interconectada influenciam
diretamente a osteoinducéo (SONG et.al., 2013). Teixeira (2009) afirma ainda que o tamanho

do grdo exerce influencia direta no preenchimento da area da superficie disponivel para
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reacOes biologicas. Em outras palavras, quanto maior a particula do biomaterial, maior o
tempo de absor¢do do mesmo e, consequentemente, maior o tempo necessario para formagéo
de tecido 6sseo. Sendo assim, pode-se hipotetizar que o tamanho dos granulos tenha
influenciados negativamente no crescimento 0sseo, tendo em vista que o biocimento do
estudo citado previamente possuiu formulacéo em po.

O PRP é o produto obtido a partir da centrifugacdo de sangue autégeno, a qual
aumenta a concentracdo de plaquetas e diminui o volume do plasma (PAGLIOSA e
ALVES,2007). Esse produto contribui para a reparacdo quimiotatica promovida pela presenca
de quimiocinas, proteinas sanguineas, citocinas e fatores de crescimento nele contidos
(ANITUA et al, 2004).A comprovacdo da eficacia do PRP ainda é objeto de estudo visto que
hé& poucos experimentos em medicina veterinaria relacionadas a ele (MAIA e SOUZA,2009;
VENDRAMIN et al,2010; VENDRUSCOLUO et al., 2012). Além disso, o PRP é considerado
bastante seguro em seu uso pois, por ser produzido a partir de sangue autégeno, ndo transmite
doencas infectocontagiosas e seu risco de rejeicdo é nulo (MARX, 2004).

O PRP em forma de gel é uma forma de cola tecidual com todas as vantagens
adicionais dos fatores de crescimento que o PRP proporciona (VENDRAMIN et al.,2010).
Esse mesmo autor realizou um estudo avaliando a aplicabilidade do PRP na cicatrizacdo de
feridas cutdneas em coelhos, comparando o seu uso em gel e na forma liquida. Como
conclusédo, observaram que a apresentacdo em gel, sobre feridas cutaneas, demonstra certa
dificuldade de aplicacdo diante da forma liquida. Contudo, neste trabalho, a opcao por utilizar
0 PRP em forma de gel, processo realizado com o uso de gluconato de calcio, deu-se pela
necessidade de prover um arcaboucgo de sustentacdo para o0 crescimento 0sseo, visando que
sua aplicabilidade seria mais adequada nesta apresentacéo.

O uso do PRP neste estudo ndo apresentou o resultado esperado como adjuvante ao
crescimento 0sseo, ja provido pelos biomateriais. Abla et al (2009) relataram a aplicacéo de
enxerto autégeno associado a PRP e hidroxiapatita associada a coldgeno nos seios maxilares
direito e esquerdo, respectivamente, em uma paciente humana, concluindo que ambos
apresentaram neoformacgdo Gssea consistente com o enxerto autdgeno apresentando melhor
resultado. Em contrapartida, em um estudo realizado por Camarini et.al (2006) realizado com
a associacdo de biomateriais com PRP ou coagulo em cées observaram que ndo houve
interferéncia do PRP com o crescimento 6sseo. Os resultados do presente estudo mostram a
HA associada ao PRP apresentando crescimento 0sseo relevante quando comparada ao
HAMgO 1% associado ao PRP ou ao coagulo, embora, independente do tempo de evolucéo,

ndo tenha ocorrido diferenca estatistica significativa quando comparada ao tratamento HA +
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coagulo, demonstrando que o biomaterial apresentou maior relevancia no crescimento 0sseo
que o PRP.

O tratamento HA + PRP também apresentou uma alta atividade osteoclastica, similar
ao que ocorreu nos estudos de Regalin (2014) e Colombo (2016), os quais ndo empregaram o
PRP, apontando que a absor¢do desse material tende a ser rapida, ressaltando sua
caracteristica osteoindutora. Contudo é importante avaliar que a presenca do PRP no presente
estudo ndo aprimorou a atividade osteoclastica quando comparado ao grupo coagulo, em
nenhum dos tempos de evolucao.

Ap0s a retirada das calvérias, as amostras precisaram ficar acondicionadas em solucéo
de formaldeido tamponado a 10%. O processo de fixacdo é um dos pontos criticos para a
realizacdo adequada das avaliagdes histologicas. Para essa fixacdo a solucédo de formaldeido é
amplamente aplicada na rotina e pesquisa por preservar a integridade morfologica das
amostras (SILVEIRA et al.,2011). O mesmo autor realizou um estudo buscando o tempo
minimo de fixacdo para o Utero de cadelas higidas e testou os tempo de fixacdo de 12, 24, 48 e
72 horas através da analise morfoldgica pela microscopia dptica, a qual ndo mostrou
alteracdes relevantes nos em diferentes tempos. Seguindo essa premissa, as amostras desse
estudo foram fixadas em metade do tempo proposto por Colombo (2016) e Kuci (2017), cujos
estudos mantiveram inicialmente as amostras em solucdo de formaldeido a 10% por 15 dias e
apos a retirada das guias de crescimento e seccdo das calvarias, mantiveram as mesmas na
solucdo por mais 15 dias. Desta forma, o tempo de armazenamento das amostras utilizado
neste trabalho foi de 7 dias para os dois periodos, ndo havendo alteracdo morfoldgica
percebida nas amostras durante as avaliagdes.

Os estudos supracitados foram analisados através de microscopia Optica (MO) e
microscopia eletronica de varredura (MEV), as quais sdo consideradas analises qualitativas.
Neste estudo, entretanto, assim como o realizado por Levandowski-Jr, (2014), optou-se pela
analise quantitativa através da histomorfometria, que é um método diagndstico capaz de
quantificar os processos de neoformacao e reabsorcdo 6ssea (CORREA, et.al., 2000). Através
da histomorfometria foi possivel quantificar os resultados obtidos pela associacdo dos
biomateriais HA e HAMgO 1% com PRP ou coagulo, permitindo a analise estatistica deste
estudo. Aos 60 dias de pds operatorio, foi possivel perceber que os tratamentos HA + PRP,
HA + COAGULO E HAMgO 1% + COAGULO obtiveram crescimentos Osseos de
guantidade muito semelhante. Em contraponto, o tratamento HAMgO 1% + PRP teve um
resultado aquém do esperado. Os resultados foram semelhantes em relagdo a deposigdo de

fibras colagenas. Ja aos 90 dias de pos operatorio, o tratamento HA+ PRP obteve um
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resultado superior aos outros tratamentos, enquanto que o tratamento HAMgO 1% + PRP
obteve 0 menor percentual de tecido 6sseo para o periodo e maior porcentagem de deposicao
de fibras colagenas. O tratamento HA + COAGULO, nesse periodo, obteve o menor
percentual de fibras coladgenas. A andlise histomorfometrica foi imprescindivel para obtencéo
de valores para essas quantificagoes.

A andlise estatistica demonstrou altos valores de desvio-padrdo, um dos fatores que
permitiu, com determinado grau de probabilidade, generalizar a populacao certas conclusdes,
por comparacdo com resultados amostrais (REIS et al.,2015), o que pode ter ocorrido devido
as diferencgas individuais apresentadas dentro das amostras de cada grupo. Esses valores
elevados iminentemente influenciaram nos valores finais percentuais tanto em relacdo ao

crescimento 0sseo quanto ao desenvolvimento de tecido fibroso.
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7. CONCLUSAO

Ao analisar os resultados obtidos por esse estudo, nessa metodologia, conclui-se que
todas as associacOes apresentaram capacidade de promover neoformacdo 0ssea, entretanto,
aos 90 dias de pds operatorio o tratamento HA + PRP obteve um resultado superior.

Aos 60 dias de pds-operatdrio, os tratamentos HA+PRP, HA + COAGULO E
HAMgO 1% + COAGULO apresentaram resultados de crescimento 6sseo similares, enquanto
que o tratamento HAMgO 1% + PRP apresentou menos capacidade de neoformacao ossea.
Aos 90 dias, o tratamento HA + PRP apresentou resultado superior.

O tratamento HAMgO 1% associado ao PRP n&o apresentou resultados tdo satisfatorios para
a formacdo do tecido 6sseo, uma vez que o tamanho do grénulo pode ter influenciado no
resultado deste processo.

Diante desses resultados, constata-se que o plasma rico em plaquetas (PRP) néo
acelera o processo de que crescimento 0sseo in vivo. Sendo assim, sua aplicabilidade
apresentou-se irrelevante. Ao confrontar os tratamentos com biomaterial associado ao PRP e
biomaterial associado ao coagulo, através da histomorfometria, foi possivel concluir a

diferenca de crescimento dsseo entre eles ndo apresentou relevancia estatistica.
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