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RESUMO

RAKOSKI, Andréia Sausen. Comportamento e neoformacao 6ssea de biomateriais acrescidos
de plasma rico em plaquetas ativado e ndo ativado implantado em calvaria de coelhos. 2020.
Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pos- Graduag@o em Ciéncia Animal, Lages, 2020.

O tecido 6sseo possui a capacidade de regenerar-se espontaneamente, porém em grandes perdas
Osseas a regeneracao ocorre de forma limitada com a formagao de tecido fibroso, nesses casos
ha a necessidade de utilizar enxertos ou substitutos dsseos. Os substitutos 0sseos ja apresentam
aplicabilidade na clinica médica em diversas areas, sendo os biomateriais definidos como
qualquer substancia ou combinagdo de substancias de origem natural ou sintética que podem
ser usadas a qualquer periodo de tempo. Quando associado aos biomateriais o Plasma rico em
plaquetas (PRP) pode acelerar o processo de ativacdo plaquetaria uma vez que suas
propriedades regenerativas e cicatrizantes estdo relacionadas a sua capacidade de secretar
fatores de crescimento e moléculas de ades@o no decorrer do processo de ativacao plaquetaria.
Esse estudo tem como objetivo avaliar a relevancia e aplicabilidade do plasma rico em
plaquetas, ativado e ndo ativado, associado aos biomateriais hidroxiapatita (HA) e fosfato
tricalcico B, com 60 e 90 dias de evolucao pos-operatdrio, implantadas na calvaria de coelhos
através de guias de crescimento. Foram utilizados 16 coelhos, machos, da linhagem Nova
Zelandia, com cerca de 6 meses de idade e pesando em média 3,5 kg. Os animais foram
divididos em dois grupos compostos de 8 animais cada, o grupo 1 (G1) acrescido de plasma
rico em plaquetas ativado e o Grupo 2 (G2) acrescido de plasma rico em plaquetas ndo ativado.
Os animais foram anestesiados com propofol e mantidos na anestesia inalatoria com isoflurano
para a realizagdo do procedimento cirurgico. Realizou-se a exposicdo das calvarias para a
implantacao das guias de nylon, que foram fixadas com parafusos de aco inoxidavel. Cada guia
foi preenchida com os biomateriais HA 100% ou TCP-B 100%, quatro animais receberam PRP
ativado junto ao biomaterial e 4 receberam PRP nao ativado. Essa disposi¢ao aconteceu para o
periodo de evolucdo de 60 e de 90 dias. Ao final do tempo de evolugdo, os animais foram
submetidos a eutanasia. As calvarias foram seccionadas, permanecendo em solugdo de
formaldeido tamponado a 10 % por 7 dias e, apds foram removidas as guias retornando ao
formaldeido por mais 7 dias. As calvarias foram seccionadas ao meio e enviadas para avaliacao
histologica e histomorfométrica. Diante aos resultados observou-se estatisticamente que a HA
possui vantagem sobre o TCP- pois possui menor producao de tecido fibroso ao longo do
tempo, porém deve ser associado ao PRP ativado para uma maior formacdo ossea ao logo do
tempo. Desse modo conclui-se que o PRP ativado possuiu influéncia na neoformagdo dssea ao
longo do tempo quando aplicado juntamente ao biomaterial.

Palavras chave: Crescimento 6sseo guiado. Plaquetas. Histomorfometria



ABSTRACT

RAKOSKI, Andréia Sausen. Behavior and new bone formation of biomaterials associated to
platelet-rich plasma activated and non-activated implanted in calvaries of rabbits. 2020.
Dissertation (Masters in Animal Science) - Santa Catarina State University. Graduate Program
in Animal Science, Lages, 2020.

Bone tissue can regenerate spontaneously, but in significant bone losses, regeneration occurs to
a limited extent with the formation of fibrous tissue. In these cases, there is a need to use bone
grafts or substitutes. Bone substitutes already have applicability in medical practice in several
areas, with biomaterials being defined as any substance or combination of materials of natural
or synthetic origin that can be used at any time. The regenerative and healing properties of
platelet-rich plasma (PRP) are related to its ability to secrete growth factors and adhesion
molecules during the platelet activation process. When associated with biomaterials, it can
accelerate the bone neoformation process. This study aims to evaluate the relevance and
applicability of activated and non-activated platelet-rich plasma associated with biomaterials
hydroxyapatite (HA) and B-tricalcium phosphate with 60 and 90 days post-operatory evolution,
implanted in calvaria of the rabbit through guided growth. Sixteen rabbits, male, New Zealand,
around six months old and medium weight of 3.5 kg. They were divided into two groups
composed of 8 animals each, group 1 (G1) associated with activated PRP, and Group 2 (G2)
with non-activated PRP. They were submitted to anesthesia with propofol and inhalation
maintenance with isoflurane to accomplish the surgery. Calvaries were exposed to the
implantation of nylon guides, which were fixed with stainless steel screws. Each guide was
filled with biomaterials HA 100% or TCP-B 100%. However, four animals received activated
PRP with the biomaterial, and 4 received non-activated PRP. This disposition happened for the
evolution period of 60 days and 90 days. At the end of these two times, the animals were
euthanized. The calvaries were sectioned and stored immersed in buffered formaldehyde 10%
for seven days, then the guides were removed, and the samples returned to the formaldehyde
for another seven days. Calvaries were cut in half and sent for histological analysis and
histomorphometry. Because of the results obtained, the treatments for bone growth were
statistically different, HA has an advantage over TCP-B because it has less fibrous tissue
production over time, but it must be associated with activated PRP for greater bone formation
over time. Thus, it is concluded that the activated PRP had more influence on new bone
formation when associated with the biomaterial HA.

Keywords: Guided growth. Platelet. Histomorphometry
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Figura 26 - Imagem histologica comparativa dos tratamentos aos 60 dias de evolugao de pos-
operatdrio. Biomaterial remanescente (BR), neoformacao de tecido 6sseo (NTO),
0osso primario (OP), formagdo de tecido mieloide (FTM), células
osteoprogenitoras (COP), deposicao de fibras colagenas (DFC). (A) HA + PRP
ativado, notar a presenga de células osteoprogenitoras no apice da campanula; (B)
HA + PRP ndo ativado, notar os progenitores de células sanguineas junto aos
adipocitos medulares evidenciadas pelas setas vermelhas; (C) TCP B + PRP
ativado, notar que a neoformagao do tecido 6sseo segue da direita para a esquerda,
diminuindo em direcdo ao apice da campanula, onde estdo depositadas fibras
colagenas, observar a presenca de vasos sanguineos evidenciados pelas setas
amarelas; (D) TCP B + PRP ndo ativado, notar a neoformacao de tecido dsseo
apenas proximo ao biomaterial. (Figura 1. H&E, aumento 4X; Fig 2, 3 ¢ 4, H&E,
N0 1015 110 I 0D TR RS TSRRP 72

Figura 27 - Imagem histoldgica comparativa dos tratamentos aos 90 dias de evolugdo de pos-
operatdrio. Biomaterial remanescente (BR); neoformacao de tecido 6sseo (NTO);
formacdo de tecido mieloide (FTM); Lacunas (LA); Deposi¢cdo de fibras
colagenas (DFC). (A) HA + PRP ativado, notar a neoformagdo vascular
evidenciada pelas setas vermelha; (B) HA + PRP nao ativado, notar a discreta
neoformacao de tecido dsseo; (C) TCP B + PRP ativado, notar a presenga de
lacunas no meio do biomaterial; (D) TCP  + PRP ndo ativado, notar a discreta

neoformacao dssea apenas proximo ao biomaterial remanescente. (H&E, aumento

Figura 28 - Imagem histologica comparativa dos tratamentos aos 60 dias de evolucao de pds-
operatdrio. Em vermelho evidencia-se o tecido conjuntivo fibroso. Em verde cora-
se o tecido 6sseo neoformado. Biomaterial remanescente (BR), osso secundario
(calvaria) (OS), formacao de tecido mieloide (FTM). (A) HA + PRP ativado, notar
o0 crescimento proveniente da calvaria em dire¢@o ao biomaterial; (B) HA + PRP
ndo ativado, notar a pouca presenca de crescimento Osseo representado pela
coloragao verde; (C) TCP B + PRP ativado, notar novamente o crescimento
proveniente da calvaria em direcdo ao biomaterial; (D) TCP B + PRP ndo ativado.
Tecido conjuntivo em coloragdo vermelha (setas amarelas) e tecido 6sseo em
coloragdo verde (setas brancas). (Picrosirius, aumento 10X.........cccceecveeriennnnne 74

Figura 29 - Imagem histologica comparativa dos tratamentos aos 90 dias de evolugao de pds-

operatorio. Em vermelho evidencia-se o tecido conjuntivo fibroso. Em verde cora-
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se o tecido 6sseo neoformado. Biomaterial remanescente (BR); Osso secundario
(calvaria) (OS); Formacao de tecido mieldide (FTM) (A) HA + PRP ativado notar
a presenca de fibras colagenas organizadas em lamelas, paralelas umas as outras
a qual indica o osso secundario da calvaria; (B) HA + PRP nao ativado, notar a
maior quantidade de tecido 6sseo em coloragdo verde; (C) TCP 3 + PRP ativado,
notar a maior presenca de tecido conjuntivo em coloragao vermelha; (D) TCP 3 +
PRP nio ativado, notar a minima presenga de tecido 0sseo, representado pela
coloragdo verde, entremeado ao tecido conjuntivo, representado pela coloragdo
vermelha. Tecido conjuntivo em coloracao vermelha (seta amarela) e tecido 6sseo
em coloragdo verde (seta branca). (Picrosirius, aumento 10X). ..........ccceeeveeens 75
Figura 30 - Grafico ilustrando os resultados da analise de histomorfometria, demonstrando a
relagdo entre os tratamentos, para a neoformagao de tecido dsseo (azul) e a

deposicdo de tecido fibroso (laranja) aos 60 dias de evolugdo de pds-operatorio.

Figura 31 - Gréfico ilustrando os resultados da analise de histomorfometria, demonstrando a
relagdo entre os tratamentos, para a neoformagdo de tecido Osseo (azul) e a

deposicdo de tecido fibroso (laranja) aos 90 dias de evolugdo de pds-operatorio.
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1 Introducao

As doencas Osseas sdo doencas graves que afetam diretamente a qualidade de vida dos
pacientes, e na maioria dos casos o tratamento requer a utilizacao de enxerto, e em muitas vezes,
em quantidade extensa (KOKUBO; KIM; KAWASHITA, 2003). Na medicina veterinaria
surgem inimeras situagdes relacionadas a ortopedia e neurocirurgia que exigem a utilizagao de
enxertos ou substitutos dsseos na sua resolugdo (DIAS et al., 2013). Os substitutos Osseos ja
apresentam aplicabilidade na clinica médica em diversas areas, porém nao € rotineiramente
utilizada na medicina veterinaria, sendo utilizados mais experimentalmente (PARETSIS et al.,
2017). Na medicina a utilizagdo de autoenxertos ¢ considerada o padrdo ouro para a reparacao
e substituicdo 6ssea (LEGEROS, 2002).

Os métodos de enxertia Ossea disponiveis atualmente sdo: autdogeno (fornecidos pelo
mesmo individuo), alégeno (fornecidos por individuo diferente, porém de mesma espécie),
xendgeno (fornecido por individuo de espécie diferente) e aloplasticos (materiais naturais ou
sintéticos) (LEGEROS, 2002). A utilizagao de autoenxertos traz sérias desvantagens tais como:
aumento da despesa, trauma adicional ao paciente, e possibilidade de morbidez do sitio doador
(LEGEROS, 2002), além disso a coleta de ossos autdgenos danifica o corpo saudavel e a
quantidade que pode ser coletada € severamente limitada (KOKUBO; KIM; KAWASHITA,
2003).

Nas ultimas décadas, abordagens de engenharia de tecidos baseadas em biomateriais
foram propostas como uma modalidade terapéutica alternativa para o tratamento de doengas
osseas (MADHURAKKAT PERIKAMANA et al., 2020). Ha, entdo, uma procura por materiais
0sseos substitutos artificiais que nao danifiquem o tecido sauddvel, ndo apresentem risco viral
ou bacteriano e que possam ser fornecidos a qualquer momento e em qualquer quantidade
(KOKUBO; KIM; KAWASHITA, 2003). Dessa forma o uso de biomateriais inclui desde a
avaliagdo clinica geral do animal, até as propriedades do biomaterial sobre o tecido (PARETSIS
et al., 2017; KUCI, 2017 e VARGAS, 2018).

O ideal ¢ que esses biomateriais sejam osteocundutores que consigam promover a
aposicao de tecido 6sseo em sua superficie atuando como uma molde para facilitar a
neoformacdo (PARETSIS et al., 2017). Além disso para serem considerados biomateriais
devem apresentar caracteristicas como: estrutura estavel, rapidez na incorporagdo com o tecido
0sseo, promover osteocondugdo e preferencialmente ndo ter nenhuma complicacdo associada

ao seu uso (VARGAS, 2018).
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Nas ultimas trés décadas diversos tipos de ceramica bioativas foram desenvolvidas,
sendo as mais utilizadas: a hidroxiapatita sinterizada (HA), fosfato tricalcico beta sinterizado
(TCP), ceramica bifasica e o vidro cristalino contendo oxifluoroapatita cristalina (KOKUBO;
KIM; KAWASHITA, 2003). Essas bioceramicas a base de fosfato de calcio tem-se destacado
nos estudos como biomateriais (VARGAS, 2018).

O plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido rotineiramente associado a enxertos em
cirurgias de levantamento de seio maxilar, apesar de seus efeitos ainda serem controversos
(ROCHA, 2015). O PRP, também chamado de gel de plaquetas, plasma autdgeno de plaquetas
ou concentrado de plaquetas, vem sendo usado desde meados da década de 90, nas areas de
cirurgia oral, reconstrutiva oral, bucomaxilofacial e procedimento de reconstrugdo para a
implantodontia, medicina estética, entre outros ramos da medicina com o objetivo de acelerar
o reparo da ferida cirurgica e regeneragao ossea (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). O PRP
¢ o resultado obtido da separagdo do plasma e plaquetas das hemacias e leucocitos através da
centrifugacdo (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016); trata-se, entdo, da concentracdo autdloga
de plaquetas em um pequeno volume de plasma (VENDRAMIN et al., 2006). A centrifugacao
visa obter um plasma com maior concentracdo de plaquetas, quando comparada a contagem
basal do sangue periférico, rico em fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
de crescimento transformador do crescimento o (TGF-a) e B (TGF-pB), entre outros fatores
(COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016).

O tecido hematopoiético ¢ formado pelo conjunto de sangue periférico e medula 6Ossea,
sendo o sangue constituido por elementos figurados e plasma, o qual confere suas propriedades
liquidas, eritrocitos, leucécitos e plaquetas os quais correspondem aos elementos celulares
(COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). As plaquetas encontram-se naturalmente inativas, sua
ativacdo se da através de agentes fisioldgicos (trombina, coldgeno, fator ativador de plaquetas,
serotonina) presentes em tecidos lesados e inflamatdrios, ou através de agentes quimicos como
o cloreto de calcio a 10% (YAMADA, 2011). Apos o reconhecimento desses agentes pelas
membranas plaquetarias, elas tornam-se ativas emitindo pseuddpodes responsaveis pela
agregacao e degranulagdo de a-granulos, liberando assim fatores de crescimento e recrutando
novas plaquetas e tipos celulares (YAMADA, 2011).

O PRP ¢ uma alternativa de biomaterial que, quando aplicado diretamente no foco da
fratura, acelera o processo de cicatrizacdo, promove a orientacao e a adesdo de células-tronco
mesenquimais responsaveis pelo processo de consolidacdo e reparacao tecidual (ANDRADE

et al.,, 2016). Sendo entdo um produto com grande potencial de melhorar a integracdo de
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enxertos, tanto 0sseo quanto cutdneo, cartilaginoso ou de gordura, além de estimular a
cicatrizagdo de feridas (VENDRAMIN et al., 2006).

Nesse estudo foi avaliado a efetividade do PRP ativado comparado ao nao ativado na
aceleracao do processo de cicatrizagao e neoformacao 6ssea, quando associado aos biomateriais
hidroxiapatita e fosfato tricalcico beta, sendo desenvolvido a partir de um sistema de

crescimento 6sseo guiado em calvarias de coelhos aos 60 e 90 dias.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Tecido Osseo

O osso ¢ formado por uma série de eventos complexos envolvendo a mineralizacdo de
proteinas da matriz extracelular, orquestrada rigidamente por células com fungdes especificas
para a manutengdo da integridade do osso (LEGEROS, 2002). Semelhante a outros tecidos
calcificados, o 0sso ¢ um compésito intimo das fases orgénicas (proteinas colagenas ou ndo
coladgenas) e inorganica ou mineral (LEGEROS, 2002).

O tecido 6sseo ¢ o componente principal do esqueleto (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013) e sua funcao esta associado ao suporte de tecidos moles, prote¢do anatdmica do sistema
nervoso central e caixa toracica, e, por compor o sistema musculo esquelético, participa da
coordenacao de movimentos voluntarios e ampliagdo da for¢ga muscular (CASTRO JUNIOR et
al., 2008). Além dessas fungdes, os 0ssos ainda funcionam como deposito de célcio, fosfato e
outros ions, armazenando e liberando-os de maneira a manter uma concentracdo destes nos
liquidos corporais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

As células do tecido 6sseo sao provenientes de células indiferenciadas do mesénquima
embrionario, sendo capaz de originar os demais tecidos mesenquimais (CASTRO JUNIOR et
al., 2008). Diretamente a partir dessas células mesenquimais indiferenciadas originam-se
células osteoprogenitoras as quais ddo origem aos osteoblastos e osteoclastos (CASTRO
JUNIOR et al., 2008).

Os osteoblastos formam uma camada celular continua sobre a superficie do osso que
estd sendo formado e também sdo responsdveis pela produgdo organica do osso e sua
mineralizagdo (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2013). Sao encontrados na superficie de
regioes formadoras de osso (sistemas de Harvers) e uma vez cercados por mineral os
osteoblastos se tornam osteocitos (SLATER, 2007). Os ostedcitos sdo o tipo celular mais
abundante no tecido dsseo e possuem prolongamentos citoplasmaticos formando jungdes do
tipo gap, permitindo que os ostedcitos, mesmo os localizados nas por¢des profundas do osso,
possam responder as modificagdes sistémicas e na superficie Ossea (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2013), desse modo formando uma rede que conecta a superficie Ossea as

por¢des mais internas, sendo assim responsavel pela manutencao da matriz dssea (ANDIA;

CERRI; SPOLIDORIO, 2013).
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Os osteoclastos sao responsaveis pela remog¢ao de minerais e da matriz 6ssea, dissolvem
o mineral mediante a secre¢do de 4cidos e em seguida enzimas que digerem a matriz (SLATER,
2007). Ou seja, possuem origem similar aos macrofagos, sendo ativas na absor¢do e na
remodelag¢dao do osso (KUCI, 2017). No osso sadio a atividade tanto dos osteoblastos quanto
dos osteoclastos sdo acopladas, sendo que a reabsor¢cdo estimula a neoformagdo oOssea
(SLATER, 2007).

A constituicdo Ossea possui uma parte organica e outra inorganica (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2013). As fibras colagenas e o fosfato de calcio que mineraliza o osso surgem
através dos osteoblastos e os ostedcitos mantém a matriz 6ssea mineralizada (KUCI, 2017). A
matriz organica ¢ formada por colageno (principalmente o tipo I), proteoglicanas e
glicoproteinas, ja a inorgéanica ¢ formada por ions de fosfato e cdlcio, e em menor quantidade
bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2013). A
associagdo do fosfato e do calcio formam cristais de hidroxiapatita (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2013), que associado a fibras colagenas € responsavel pela rigidez e resisténcia
do tecido 6sseo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O tecido 6sseo ¢ separado, histologicamente, em: tecido imaturo ou primario e tecido
maduro ou secundario, ambos possuem as mesmas células e constituintes da matriz
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O tecido primario se apresenta com disposi¢ao irregular,
com fibras colagenas sem orientagdo definida e menor quantidade de cristais de hidroxiapatita,
jé& o tecido secundario possui fibras coldgenas dispostas em lamelas paralelas ou concéntricas
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2013). Além disso 0 0sso primario possui menor quantidade
de minerais e maior propor¢ao de ostedcitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A parede externa do osso compacto possui uma membrana de tecido conjuntivo
osteogénico, denominado periosteo, onde existe uma alta porcentagem de células
osteoprogenitoras, as quais se multiplicam por mitose e se diferenciam em osteoblastos, os
quais possuem papel importante no crescimento e reparacdo Ossea (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). A parede interna do osso compacto ¢ esponjoso ¢ revestida por uma
camada de células dsseas que recebe a denominagao de enddsteo o qual também contribuiu para
o processo regenerativo e remodelativo do osso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A regeneragdo 6ssea € um processo de varias etapas que requer a combinagdo de varias
moléculas de sinaliza¢do, como diferentes fatores de crescimento e tipos de células, incluindo
células inflamatdrias, células vasculares, células progenitoras mesenquimais e ostedcitos

(MADHURAKKAT PERIKAMANA et al., 2020). A remodelacdao Ossea corre naturalmente
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em consequéncia a atividade das células osteoblasticas, responsaveis pela deposi¢do Ossea, €
osteoclasticas, responsaveis pela absorcao ossea, (KUCI, 2017).

Os processos celulares e moleculares, que contribuem para a regeneragao 6ssea apds a
fratura, t€m muitas caracteristicas semelhantes as que ocorrem durante o desenvolvimento
esquelético embrionario e pds-natal (GERSTENFELD et al., 2003). A formacao do osso
envolve a proliferacio e migracdo das células osteoprogenitoras e a diferenciacdo dos
osteoblastos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2013). Em seguida ocorre a produ¢do da matriz
cartilaginosa, que ao ser mineralizada se ossificara, enfim ocorre a remodelagdo onde o calo
osseo inicial ¢ modificado, por formacao e absor¢cao dssea secundaria, para assim restaurar a

estrutura anatomica (GERSTENFELD et al., 2003).

2.2 Biomateriais

Biomaterial ¢ entendido como: toda substdncia ou combinacao de substincias, de
origem natural ou sintética (que ndo drogas ou farmacos), que podem ser usadas durante
qualquer periodo de tempo, como parte ou todo de sistemas que tratam, aumentam ou
substituem qualquer tecido, 6rgio ou fungdo do corpo (HUDECKI; KIRYCZYNSKI; LOS,
2018). Segundo ALMEIDA et al. (2014), o biomaterial ¢ uma substancia que foi projetada para
tomar forma, a qual sozinha ou como parte de um sistema complexo, ¢ usada para direcionar,
pelo controle das interagdes com os componentes dos sistemas vivos, o curso de qualquer
tratamento terapéutico ou procedimento de diagnostico.

Sendo assim, biomateriais tanto de origem natural quanto sintética, sdo utilizados para
o desenvolvimento de dispositivos que entram em contato com os sistemas bioldgicos, com o
objetivo de reparar perdas teciduais ou restaurar fungdes comprometidas (SILVA et al., 2018).
Por isso esses biomateriais precisam ser imprescindivelmente biocompativeis, ndo devendo
estimular ou provocar o minimo de reagdo alérgica ou inflamatdria (COSTA, B. D. et al., 2015).
Além disso devem possuir requisitos predeterminados como: ter estrutura estavel, ter rapidez
na incorporacdo com o tecido 0sseo, promover osteoconducdo, gerar pouca ou nenhuma
complicacdo associada ao seu uso, nao toxico (a menos que seja sua fun¢do), nao pirogénico e
ndo cancerigeno (HUDECKI, KIRYCZYNSKI; LOS, 2018). Também devem dar conta da
estrutura e funcao dos tecidos e 6rgdos circundantes, para que ndo os perturbem, assim as
propriedades de um biomaterial ideal podem mudar dependendo da localizagdo exata de sua

implantacdo e até do historico médico do paciente (ALMEIDA et al., 2014).
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A sinterizacdo ¢ o tratamento térmico que ¢ dado as amostras de ceramica que
apresentam quase nenhuma propriedade mecanica. Nesse processo ocorre a transi¢ao do estado
de aglomeracgdo de particulas para uma unidade na qual as particulas fundem-se umas as outras
(ROSA; SHAREEF; NOORT, VAN, 2000). Essa sintetizagdo desses materiais pode ocorrer
nas mais diversas formas de apresentacdo como: em blocos, granulos, membranas e
microesferas; e possuir variadas composi¢cdes (ALMEIDA et al., 2014). Podendo ser metalicos,
ceramicos, derivados de materiais bioldgicos, bioderivados de macromoléculas, polimeros
sintéticos e ainda, compésitos (HUDECKI; KIRYCZYNSKI; LOS, 201 8). A defini¢ao da
forma que esse material serd usado ¢ dada de acordo com o defeito 6sseo (COSTA, B. D. et al.,
2015). Quando utilizados para reconstrucao de defeitos dsseos, funcionam através da promocao
de um arcabougo para a angiogénese e consequente neoformagado 6ssea (KUCI, 2017).

No caso de aloenxertos, a rejeicao de tecidos e a transferéncia de doencas apresentam
riscos, como uma alternativa promissora, a engenharia de tecidos dos ossos evoluiu em relagao
aos materiais que induzem a formagdo Ossea em resposta ao tecido vizinho (YADAV;
SRIVASTAVA, 2019). Onde esses materiais desempenham um modelo para as células 0sseas
semeadas que apoiam a ligagdo, proliferacdo, migracao e producdo de matriz extracelular
(MEC), dessa forma sdo biocompativeis com o crescimento osteoprogenitor, promovem a
diferencia¢do das células-tronco mesenquimais em osteoblastos e a producdo, seguida da
manutengdo, da matriz extracelular pelo osteoblasto (YADAV; SRIVASTAVA, 2019)

Existem diversas classificacdes para os biomateriais, sendo que eles serdo corretamente
classificados de acordo com multiplos principios, mas basicamente podem ser divididos em
duas categorias: materiais reabsorviveis, que apods a implantagdo sdao desintegrados e
reabsorvidos; e materiais nao reabsorviveis que ndo serao desintegrados e reabsorvidos (ABLA
et al., 2009).

Os biomateriais podem ser divididos em quatro categorias, dependendo da sua origem,
que sdo: enxerto autdogeno, alogeno, aloplasicos e xendgeno (MARQUES et al., 2019). Enxertos
de origem autdgena, ou seja, provenientes do mesmo individuo, sdo os que representam maior
potencial para uso por sua combinacgao favoravel de propriedades (osteogénese, osteocondugao
e osteoindugdo) e também pelo risco minimo de rejei¢do, porém sua aplicagdo ¢ limitada por
fatores como a localizagdo e o tamanho do defeito (SILVA et al., 2018).

Os biomateriais alogenos (provenientes de outro individuo de mesma espécie) e
xenogeno (proveniente de um individuo de espécie diferente) (KUCI, 2017) tém sido estudados
para superar os riscos associado ao 0sso autdogeno, porém seu uso ¢ limitado uma vez que possui

problemas como: rejeicdo, sequestro 6sseo e infeccdo, também possui risco potencial de
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disseminagdo de doencas (VARGAS, 2018). Os biomateriais sdo correspondentes aos enxertos
aloplésicos (materiais sintéticos ou naturais) e podem ser classificados de acordo com sua
origem: natural (onde a matéria prima vem de organismos vivos) ou sintético (onde a base
mescla materiais naturais e manufaturados); sua composi¢do quimica: metal, ceramica,
polimérico ou compositos; além de seus comportamento fisiologico como demostrada na figura

| (ALMEIDA et al., 2014).

Figura 1 - Classificacdo dos biomateriais segundo comportamento fisioldgico
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Fonte: Adaptado da aula do prof. Nelson Camargo

As bioceramicas nanoestruturadas a base de calcio (Ca/P) oferecem caracteristicas
diferenciadas ao comparadas com biomateriais convencionais como: bioatividade, éarea

superficial de graos e microporos, além de apresentar semelhanca cristalografica com a apatita
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ossea do esqueleto humano e biocompatibilidade (KUCI, 2017). Os materiais ceramicos podem
ser sintéticos, como a hidroxiapatita, o beta fosfato tricalcico, o fosfato de célcio e os vidros
bioativos; ou naturais como o carbonato de célcio obtido dos corais e a hidroxiapatita obtida do
0sso bovino (HUDECKI; KIRYCZYNSKI; LOS, 2018).

Além disso possuem densidade moderada, elevada biocompatibilidade e boa resisténcia
a compressao, podendo substituir tecidos duros como ossos e dentes, porém apresentam baixa
tenacidade a fratura e dificuldade de processamento, alguns deles, inclusive, sofrem degradacao
de algumas propriedades mecanicas em meio fisioldgico (HUDECKI; KIRYCZYNSKI; LOS,
2018). Porém sdo materiais policristalinos muito frageis, sensiveis a presenca de rachaduras
ou outros defeitos e tem pouca resisténcia contra forca de tensdo, por outro lado exibem dureza,
grande resisténcia, rigidez, baixa densidade e sdo resistentes a desgaste e a corrosao
(ZAVAGLIA, 2011).

A maioria dos materiais ceramicos ¢ biocompativel, sendo classificados em: bioinerte,
bioativos e biorreabsorviveis (ZAVAGLIA, 2011). As cerdmicas bioinertes tem como
exemplos: a alumina, a zirconia, € materiais carbonosos; ja as bioativas tem como exemplo: a
hidroxiapatita, o biovidro e alguns vitro-ceramicos; enquanto o sulfato de calcio e o fosfato
tricalcico sdo exemplos de ceramicas biorreabsorviveis (HUDECKI; KIRYCZYNSKI; LOS,
2018). A ceramica bioinerte mantem sua estrutura dentro do corpo apds a implantacdo e nao
induz nenhuma reagdo imunologica, a ceramica bioativa forma ligagdes quimicas diretas com
0 0ss0 ou mesmo com os tecidos moles de um organismo vivo (COSTA, B. D. et al., 2015).

A ceramica de fosfato de calcio é um material reabsorvivel e bioativo, € uma de suas
principais caracteristicas ¢ a porosidade, uma vez que o tamanho do poro ideal para essas
biocerdmicas é proximo ao do osso esponjoso (HUDECKI; KIRYCZYNSKI; £OS, 2018). O
controle da macro e micorporosidade ¢ um fator importante para a eficiéncia do material
enxertado, uma vez que a colonizagao celular dos substitutos 6sseos depende das caracteristicas
de porosidade do biomaterial (KUCI, 2017). As interconexdes entre os macroporos formam um
sistema de tuneis que permitem o acesso e o retorno dos fluidos bioldgicos e a entrada de células
Osseas, as quais irdo facilitar a neoformacdo 6ssea no interior dos macroporos do biomaterial
(KUCl, 2017).

A porgdo inorganica do osso ¢ composta por calcio e fosfato sendo caracterizado como
um cristal de hidroxiapatita com pequenas quantidades de outros elementos como os fluoretos,
que favorecem a cristalizag¢do e endurecem os ossos (LEGEROS, 2002). Os materiais bioativos
do fosfato de calcio formam uma camada de apatita semelhante ao osso na superficie para se

ligar ao osso vivo (COSTA, B. D. et al., 2015). Estudos indicam que um biomaterial capaz de
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formar apatita em sua superficie in vivo se liga ao osso circundante através dessa camada,
enquanto um material incapaz de formar a apatita em sua superficie in vivo nao se liga ao 0sso
(KOKUBO; YAMAGUCHI, 2019). Vale lembrar que existem alguns casos excepcionais
observados para certas ceramicas reabsorviveis, como por exemplo o fosfato tricalcico B, que
se liga ao osso vivo sem formar uma camada de apatita em sua superficie (KOKUBO;

YAMAGUCHI, 2019),

2.3 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita esta entre o grupo de minerais chamados apatitas, possuindo a féormula
quimica Caio(PO4)s(OH)2, € seu uso como biomaterial tem sido pesquisado desde 1970, sendo
bastante comentado na literatura (PARETSIS et al., 2017). Considera-se que qualquer material
capaz de se ligar ao osso vivo deve se basear em fosfato de calcio, uma vez que o osso natural
¢ composto de 75% em peso de fosfato de calcio de hidroxiapatita e 25% em peso de colageno
organico (KOKUBO; YAMAGUCHI, 2019).

Apresenta auséncia de toxicidade local e sistémica, auséncia de respostas inflamatorias
e excelente propriedades de biocompatibilidade e estocondutividade, permitindo a proliferagao
de células oOsseas como fibroblastos e osteoblastos. Porém possui um baixo indice de
bioatividade e lenta taxa de degradacdo, fatores que limitam a sua utilizagdo ja que absor¢ao ¢
uma das caracteristicas desejada em biomateriais (SINHORETI; VITTI; CORRER-
SOBRINHO, 2013).

A hidroxiapatita comercial de origem natural ¢ derivada de espécies especiais de corais
(Porites) ou de osso bovino, sendo que ndo sdo puras, porém contém alguns dos elementos
menores € vestigiais presentes originalmente no coral ou no osso (ABLA et al., 2009).
Representa uma classe de materiais considerado duro, com caracteristica de fratura fragil, a
resisténcia a fratura é referida como 1.0 MPa m'/?, a qual é extremamente baixa comparada a
do osso natural cortical que ¢ entre 2 a 12 MPa m'/? (SIQUEIRA, 2009).

A hidroxiapatita ¢ um sal de fosfato de calcio com organizagdo cristalina complexa,
esse sal possui papel importante no processo de cicatrizagdo 6ssea, que quando sinterizado a
uma temperatura de 1300°C terd a estrutura de apatita (SIQUEIRA, 2009). Ha dois tipos de
hidroxiapatitas que devem ser considerados: as sintetizadas em altas temperaturas apresentando

boa cristalinidade e tamanho de cristais grandes; e as sintetizadas em baixas temperaturas que
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apresentam baixa cristalinidade e cristais pequenos, a qual possuiu caracteristicas similares as
do tecido 6sseo e dentario (COSTA, A. C. F. M. et al., 2009).

A apatita ¢ apresentada e comercializada em diversas formas como ceramicas, com
consisténcia porosa ou densa, blocos ou granulos, vem sendo objeto de estudos em diferentes
porosidades e associagdes (PARETSIS et al., 2017). A produgao de poros na fabricacao da
ceramica visa o crescimento celular dentro deles (SIQUEIRA, 2009). E os granulos porosos sao
estudados por serem bem tolerados pelo tecido Osseo, facilitarem a infiltragao e proliferacdo de
osteoblastos, tanto no contorno dos graos quanto nas suas microporosidades, além disso
promovem a proliferagdo de vasos sanguineos (DANTAS et al., 2010), pois a estrutura porosa
da hidroxiapatita funciona como um suporte passivo a neoformagdo vascular (VITAL et al.,
2006).

Quanto maior o numero de poros pequenos para uma dada porosidade total, mais
resistente sera o material. Quando se reduz o tamanho dos granulos, diminui o tamanho dos
poros e, assim, aumenta a resisténcia mecénica, entdo os poros atuam como concentradores de
forca sobre a massa, ¢ a reducdo em seu tamanho também diminui a magnitude do campo
associado de intensidade de forca (GRANDI et al., 2011).

A hidroxiapatita sintética possui biocompatibilidade e osteointegracdo a torna substituta
do osso humano em implantes e proteses (COSTA, A. C. F. M. et al., 2009), segundo Almeida
et al (2014) esse alto potencial de osteoindugdo promove uma estrutura potente para ser usada
em substituicdo dssea ortopédica. Possuiu uma matriz mineral biocompativel que apresenta
similaridade com a composi¢do do osso mineral, capacidade de osteocondu¢do e pode ser
utilizada associada ou ndo a outros compostos e enriquecida com magnésio (ALMEIDA et al.,
2014). Sendo assim ela imita o componente inorganico do osso liberando fosfato de célcio
(CaP) estimulando as células osteogé€nicas e acelerando a regeneracdo oOssea (YADAV;
SRIVASTAVA, 2019). Além disso favorece o crescimento Osseo para os locais onde se
encontra, permite a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células dssea e a
superficie da HA permite a interacdo de ligacdes do tipo dipolo que faz com que as moléculas
de 4gua, colageno e proteinas sejam absorvidas na superficie o que induz a regeneracao tecidual
(GRANDI, 2007).

Quanto ao processo de degradacdo da hidroxiapatita ele ocorre simultaneamente a
reposi¢ao do osso em formagao (SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013). Estudos
demostram que a superficie da hidroxiapatita ¢ osteocondutiva, onde o resultado dessa atividade
leva a deposicao de tecido dsseo diretamente sobre a superficie da hidroxiapatita implantada

sem evidéncia de encapsulacio ou tecido de granulagao (BORGES et al., 2000).
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Sendo assim a hidroxiapatita vem sendo o biomaterial mais utilizado em diferentes
técnicas regenerativas 0sseas devido; a sua biocompatibilidade, semelhanga com componentes
inorganicos do 0sso, ndo transmitir doengas, ser osteofilico e osteocondutor (HUDECKI,
KIRYCZYNSKI; LOS, 2018). Sua aplica¢do ndo ¢ indicada em locais sujeitos a tragio devido
a sua alta cristalinidade e demais propriedades mecanicas (LEVANDOWSKI JUNIOR, 2014).

2.4 Fosfato Tricalcico

O fosfato tricalcico (TCP) sintético possui formula quimica Ca3(POs4)2 e possui quatro
formulas alotropicas: TCP- B (fase romboédrica), TCP- a (fase monociclica), TCP- o’ (fase
super alfa) e TCP- y (a qual s6 ocorre a altas pressdes) (SEO, 2015). As composigdes de fosfato
tricélcico alfa e beta (TCP-a e B), estdo entre os fosfatos de calcio que mais se destacam como
substitutos dsseos (DALMONICO, 2011) sendo o TCP- B mais estavel, podendo ser aplicado
tanto na forma porosa quanto densa (LEVANDOWSKI JUNIOR, 2014). Além disso o TCP- 3
possui caracteristicas de bioatividade e boa biocompatibilidade levando a um maior interesse
pelos centros de pesquisa (DALMONICO, 2011).

Os TCPs sao materiais porosos, reabsorviveis e biocompativeis, provocam pouca ou
nenhuma resposta inflamatdria, permitem o crescimento de células e vasos e t€m uma conexao
direta com a estrutura 6ssea (GRANDI et al., 2011). E um biomaterial de facil dissolugdo em
meio bioldgico, sua capacidade de dissolucdo ¢ doze vezes maior que a hidroxiapatita
(SINHORETT; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013). Pois diferente da hidroxiapatita, ¢é
menos estavel em solucdo aquosa ou presenga de umidade, por isso destaca-se pela capacidade
de solubilidade em meio bioldgico (PAULA; TRICHES, 2018).

Esse material apresenta-se em duas formas estruturais (TCP-a € 3), onde, em contato
com fluido tecidual, o TCP-a ¢ convertido em hidroxiapatita ndo reabsorvivel e o TCP- 3 atua
como arcabougo para formagdo Ossea sendo substituido gradualmente por tecido Osseo
(MARQUES et al., 2019). Uma das caracteristicas que se destaca ¢ a similaridade quimica e
cristalografica com a matriz 6ssea dos tecidos duros (PAULA; TRICHES, 2018), além disso
possuiu presenga de poros em sua estrutura que permite a formagdo de osso entre eles (SEO,
2015).

Sinteticamente, pode ser encontrado nas formas de pé (granulos microporosos) € em
gel, sendo que a forma em pd favorece a microporosidade entre os granulos estimulando a

proliferagao de células osteoprogenitoras contribuindo com os processos de osteoindugao,
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osteointegragdo e formacdo de tecido dsseo (SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO,
2013). O TCP- B apresenta-se de forma variada com granulos em diferentes tamanhos que se
adequam a diferentes defeitos dsseos, possui varios poros que permitem a impregnacao com
células sanguineas e fatores de crescimento ou medula Ossea (células osteoprogenitoras)
propiciando a osteoindugao (SEO, 2015).

O TCP- B promove a adesdo, proliferagao osteoblastica de células mesenquimatosas, e
a produgao de matriz de colageno que sofre mineralizagao, sua presenca também favorece a o
processo de neovascularizagio (PAULA; TRICHES, 2018). Apods ser implantado o TCP se
dissolve sendo substituido por um novo tecido, essa reabsor¢ao ¢ causada pela solubilidade do
material e pH do meio, pela formacdo de novas fases superficiais, desintegrag¢do fisica do
material em particulas menores devido ao ataque quimico (que ocorre preferencialmente nos
contornos de grdos) e fatores bioldgicos que podem influenciar nas condi¢des do meio
(PAULA; TRICHES, 2018). Sua biodegradagdo ndo ocorre apenas pela dissolugdo de seus
constituintes, mas também pela sua morfologia como presencga de poros ou tamanho e forma

dos granulos (SEO, 2015).

2.5 Plasma Rico em Plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ uma concentra¢do autdloga de plaquetas em um
pequeno volume de plasma, possui fatores de crescimento e proteinas osteocondutoras, as quais
servem de matriz para a migracdo epitelial e formacdo éssea e de tecido conectivo
(VENDRAMIN et al., 2006). Sendo capaz de concentrar de 3 a 5 vezes a quantidade de
plaquetas em comparagdo ao sangue basal (ALEIXO et al., 2017). Uma das propriedades do
PRP salientada pela literatura sdo as propriedades regenerativas, uma vez que ele pode ser
considerado um agente catalisador no processo de reparo (MACEDO, 2004).

Quando o objetivo ¢ a modulacdo cicatricial as plaquetas representam o componente
mais importante pois apresentam propriedades anti-inflamatorias e regenerativas, além disso ha
outros componentes atuando juntamente com o PRP, como os leucécitos e células brancas, além
de fatores de crescimento complexos (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). A principal razao
para ser obter uma quantidade maior de plaquetas se d4, pelo fato de que em seu interior existem
pelo menos 60 substincias biologicamente ativas, as quais, participam dos mecanismos de
reparacgao tecidual. Para que essas substancias possam agir € necessario que as plaquetas sejam

ativadas por um fator agonista. Apds essa ativagao as plaquetas mudam de formato passando a
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apresentar projecdes membranosas (pseudopodes) e os granulos em seu interior sdo rompidos
levando a liberagdo do seu conteudo (ALEIXO et al., 2017).

A constitui¢do basica do PRP possui trés componentes: plasma, leucocitos e plaquetas;
onde: o plasma possui soro sanguineo mais fatores de coagulagdo, os leucécitos conferem
resisténcia natural (MACEDO, 2004) e as plaquetas liberam os mediadores bioldgicos dos
quais os fatores de crescimento (FC) s3o o componente mais importante uma vez que sao
capazes de estimular diferentes processos celulares (ALEIXO et al., 2017).

As plaquetas participam ativamente do processo de reparo das feridas, sdo as primeiras
c€lulas presentes no local do trauma (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). Também atuam no
processo de hemostasia, cicatrizagdo e re-epitelizacao, pois liberam diversos FC que estimulam
a angiogénese, promovendo crescimento vascular e proliferacio de fibroblastos
(VENDRAMIN et al., 2006). Os fatores de crescimento sdo mediadores bioldgicos naturais que
exercem varios efeitos sobre o processo de reparo e regeneracdo, sendo considerados os
iniciadores universais de quase todos os processos de reparo (MACEDO, 2004).

Estudos demostram que o PRP potencializa o processo de cicatrizagao tecidual por meio
da liberagao dos fatores de crescimento, sendo os principais envolvidos na recuperacao tecidual:
o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador 3
(TGFpB), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o fator de crescimento epitelial
(EGF), o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) (ALEIXO et al., 2017).

Os fatores de crescimento que atuam no tecido 6sseo podem ser de origem local ou
sistémico, sendo secretados por células 6sseas e difundindo-se no meio extracelular ou
armazenados na matriz calcificada, sendo recrutados, respectivamente, de forma imediata ou
tardia em casos de injuria tissular (PAGLIOSA; ALVES, 2007). Esses fatores de crescimento
sdo liberados por granulos alfa plaquetarios, inicialmente o PDGF atua na angiogénese e na
diferenciagdo celular inicial. O fator TGF- aprimora a diferenciacdo celular e estimula a
maturacdo celular e o IGF-I termina a maturagdo e programa a consolidagdo da cicatrizagdo
(MACEDQO, 2004). A acao destes fatores de crescimento ¢ bem similar (tabela 1), porem
nenhum deles capaz de restaurar uma lesao isoladamente, desta forma eles atuam em sinergismo

no local da lesao (ALEIXO et al., 2017).
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Tabela 1 - Principais fungdes dos fatores de crescimento

Fator de Crescimento Principal funcao
Transformador beta (TGFB) Quimiotaxia, diferenciagdo celular e angiogénese
Derivado da plaqueta (PDGF) Angiogénese, quimiotaxia, mitogénese e formacdo de
colageno
Fibroblastico (FGF) Diferenciagdo de osteoblastos, proliferagio de

fibroblastos, angiogénese, mitogénese e quimiotaxia

Similar a insulina (IGF) Mitogénese e diferenciacdo de células mesenquimais

Vascular endotelial (VEGF) Quimiotaxia e proliferacdo de células endoteliais e

aumento da permeabilidade vascular

Epitelial ou epidermal (EGF) Mitogénese, atividade migratoria e diferenciacdo de

células epiteliais, fibroblastos, células renais e da glia.

Fonte: (ALEIXO et al., 2017)

O plasma rico em plaquetas (PRP) vem sendo empregado nas areas de cirurgia oral,
bucomaxilofacial, procedimento de reconstru¢ao para implantodontia e para medicina estética,
porem estudos tem demostrado beneficios em diversas areas da medicina, tais como no
tratamento de problemas musculoesqueléticos e articular e para rapida cicatrizagdo em atletas
profissionais (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). Sua utilizacio em enxertos 0sseos tem
demostrado uma consolidacdo mais rapida e uma mineraliza¢do do enxerto e 50% do tempo
requerido além de apresentar um aumento de 15 a 30 % na densidade do osso trabecular

(ALEIXO et al., 2017).

2.5.1 Obtencao do plasma rico em plaquetas

O PRP ¢ obtido do sangue autdégeno do paciente através de um processo que utiliza o
principio da separagdo celular por centrifugagcdo (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). Faz-se
a adicdo de trombina e glucanato de célcio, os quais ativam o sistema de coagulagdo
(VENDRAMIN et al., 2006). Sendo o resultado uma concentragdo atenuada de plaquetas em
um volume reduzido de plasma, contendo sete fatores de crescimento e trés proteinas (fibrina,
fibronectina e vitronectina), que atuam como moléculas de adesdo celular nos processos de

migracao epitelial, osteoinducdo e formag¢do de matriz 6ssea e de tecido conjuntivo

(PAGLIOSA; ALVES, 2007).
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O volume sanguineo depende do protocolo utilizado, na literatura podemos encontrar
variados protocolos onde o mais utilizado em quantidade especifica do preparado, para
humanos, ¢ em média 450 mL a 500 mL de sangue (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). Esses
protocolos sdo realizados em bancos de sangue ou ambientes cirtrgicos hospitalares utilizando-
se de bolsas de sangue coletoras e centrifugas de maior porte e complexidade (MACEDO,
2004). As bolsas possuem trés compartimentos que vao sendo preenchidos de acordo com as
etapas realizadas (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016).

O processo de obtencdo esta dividido em trés etapas:

Primeira etapa: Puncdo venosa

O PRP deve ser sempre autdlogo devido ao risco de rejei¢do ou a impossibilidade de
secre¢ao de fatores de crescimento ativo (PAGLIOSA; ALVES, 2007). Além disso deve ser
coletado através de puncao venosa em local adequado, antes do inicio da cirurgia, pois a propria
cirurgia leva a ativagdo do mecanismo de coagulacdo sanguinea, tendo maior aporte no sitio
cirargico e diminui¢do de concentracdo no sangue total (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016).

E de suma importancia que o processo seja estéril e de precisdo para se chegar a um
concentrado de qualidade, também deve-se ter cuidado durante o processo de centrifugacao
para ndo provocar lise das plaquetas, pois caso isso ocorra perde-se a atividade de secre¢do dos
fatores de crescimento (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016).

O anticoagulante recomendado ¢ o citrato de sodio, pois se liga aos ions de célcio do
sangue formando quelatos, impedindo a coagulagdo do plasma (ALEIXO et al., 2017). Outro
fator € que o citrato de sddio ndo altera os receptores de membrana das plaquetas, sendo assim
o processo de quelagdo pode ser revertido através da adigao do cloreto de célcio para a formagao
do gel de plaquetas (MACEDO, 2004).

Segunda etapa: Separacgao celular

O numero de centrifugagdes (uma ou duas) dependerd do protocolo a ser utilizado
(MACEDO, 2004). A centrifugacdo ¢ a etapa essencial para a fabricacdo do PRP podendo ser
realizada em um unico momento ou em duas etapas (ALEIXO et al., 2017). Esse processo deve
ser executado com precisdo para separar as plaquetas das células vermelhas, obtendo um plasma
com altas concentracdes de plaquetas integras (ALEIXO et al., 2017).

Terceira etapa: Preparo do plasma

Apos a primeira centrifugagdo ocorre a separa¢do do plasma pobre em plaquetas dos
eritrocitos e da crosta de coagulo (plaquetas e leucocitos), devido a variagdo das densidades
(MACEDO, 2004). A camada superior, coloracdo amarelada, contem plasma rico em plaquetas,

ja a camada inferior, de coloragdo vermelha, contém os eritrocitos (COSTA, P. A. Da;
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SANTOS, 2016), enquanto os leucécitos se localizam em uma zona intermediaria (ALEIXO et
al., 2017). A zona de nevoa ¢ uma camada esbranquigada contendo a juncdo das plaquetas e
leucocitos (ALEIXO et al., 2017).

Apos o descarte das hemacias o plasma retorna para a segunda centrifugagao, o que leva
a precipitacao das plaquetas e das poucas hemacias restantes no fundo do tubo, em seguida a
parte superior do plasma (plasma pobre em plaquetas) é descartado e o botdo plaquetario do
fundo do tubo ¢ ressuspendido no restante do plasma dando origem ao PRP (ALEIXO et al.,
2017). Ou seja, o concentrado de plaquetas estd localizado na por¢do inferior do tudo e
corresponde a aproximadamente 20% do volume, sendo 80% do sobrenadante considerado
plasma pobre em plaquetas (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016).

Faz-se entdo a contagem plaquetaria para avaliar a eficiéncia do protocolo de obtengado
do PRP, o que, de acordo com a literatura deve ser de trés a cinco vezes maior que a contagem
inicial (COSTA, P. A. Da; SANTOS, 2016). Antes da adicdo do PRP na area de implante ¢é
necessaria a adi¢ao de um fator coagulante, geralmente utiliza-se a trombina bovina a 100 Uml
! combinada ao cloridrato de calcio a 10% (PAGLIOSA; ALVES, 2007). Essa combinagio tem
a funcdo de formar uma rede de fibrina incorporada ao PRP capaz de permitir sua aderéncia ao
local do implante e impedir a migragao de células epiteliais e do tecido conjuntivo para fora da

regido de enxerto (PAGLIOSA; ALVES, 2007).

2.6 Crescimento guiado

Atualmente para a realizacdo de estudos e analises comparativas de biomateriais in vivo
existem diversas metodologias utilizadas, tais como crescimento 6sseo ectopico, preenchimento
de defeito intradsseo e de tamanho critico e também o crescimento dsseo guiado (KUCI, 2017).
Sendo que cada método possui caracteristicas proprias levando ao fornecimento de respostas
diferentes e especificas do comportamento e desempenho do biomaterial (LEVANDOW SKI
JUNIOR, 2014).

O crescimento 0sseo guiado tem por objetivo criar um novo osso em um local onde nao
ha tecido dsseo previamente, ou seja, trata-se de um crescimento 6sseo exoesqueletal (KUCI,
2017), como demostrado na figura 2B. Sendo assim, baseado na criacdo de um espago
segregado onde ocorre a proliferagdo de neovascularizagao e de células osteoprogenitoras, as
quais criam uma barreira contra o crescimento de tecidos alheios ao tecido 6sseo (VARGAS,

2018). Para a realizacdo desse tipo de crescimento ¢ necessario o uso de dispositivos rigidos e
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impermeaveis para estabilizar o biomaterial ¢ promover o isolamento completo dos tecidos
adjacentes, dessa forma isolando o biomaterial de qualquer tecido ndo osteogénico que possa

vir a interferir no neocrescimento 6sseo (KUCI, 2017).

Figura 2 - Esquema representativo de dois métodos de estudo: (A) defeito intradsseo e (B)
aumento 6sseo guiado. Notar a utilizacdo de dispositivo sobre a superficie para
estabilizar o biomaterial e promover seu isolamento.

I
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Fonte: Adaptado de LEVANDOWSKI JUNIOR, 2014.

A regeneragdo Ossea guiada segue principios basicos como a exclusao de tecidos e
células indesejaveis ao estudo, criagdo e manutencao do espago, prote¢ao do codgulo sanguineo
e estabilizacdo dos materiais testado (SCHWARZ et al., 2007). Ao estabilizar o codgulo
sanguineo, os substitutos ésseos guiam um novo 0sso para a area de aumento
(BUSENLECHNER et al., 2008).

Nesse estudo foram utilizadas guias de nylon (n6) para criar uma barreira e estabilizar
o biomaterial, as guias tem o objetivo de isolar a interacdo entre o defeito dsseo criado na
calvaria e o espago interno da guia. O crescimento guiado foi utilizado previamente com
sucesso por Levandowski Junior (2014), Colombo (2016), Kuci, 2017 e Vargas (2018), porem

as guias sendo fabricados com diferentes materiais.

2.7 Histomorfometria Ossea

Segundo KULAK; DEMPSTER (2010), a histomorfometria ¢ uma avaliagao histologica
de uma regido dssea calcificada com o objetivo de avaliar a remodelacdo estatica e dindmica
além da estruturacdo Osseas, ou seja, ela quantifica o processo de formagao e reabsor¢do 0ssea
(VARGAS, 2018).

A histomorfometria ¢ tradicionalmente avaliada em duas dimensdes por meio da

histologia, onde os parametros estruturais ¢ de remodelacdo sdo medidos em segdes. Essas
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medigdes sao feitas em microscopios € as variagdes avaliadas sdo area, perimetro e espessura
(KULAK; DEMPSTER, 2010). Sendo os parametros divididos em duas categorias: estrutura,
a qual fornece informagdes precisas sobre a massa 6ssea ¢ remodelamento, onde é possivel
averiguar a quantidade de osso nao mineralizado (ostedide) e a extensdo da cavidade de
absor¢ao (KULAK; DEMPSTER, 2010). Sendo assim a histomorfometria ¢ um método
diagnoéstico acurado (VARGAS, 2018).
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3 Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve por objetivo a avaliagdo comparativa da neoformagdo dssea dos
biomateriais hidroxiapatita (HA) e Fosfato tricélcico-f (TCP-f) acrescidos de plasma rico em

plaquetas ativado e ndo ativado.

3.2 Objetivos especificos

Comparar em diferentes periodos de observacao (60 e 90 dias) se o PRP apresenta a
capacidade de acelerar a neoformacao dssea, osteointegracao e osteoconducgao dos biomateriais,
hidroxiapatita (HA) e Fosfato tricalcico-p (TCP-B).

Verificar qual dos biomateriais estudados, hidroxiapatita (HA) e Fosfato tricalcico-3
(TCP-B), apresenta melhor qualidade de tecido 6sseo obtido através de microscopia Optica e

histomorfometria.
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4 Materiais e Métodos

Este estudo foi encaminhado ao Comité de Etica e Experimenta¢io Animal (CETEA)
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), conduzido conforme as normas do

COBEA e obteve aprovacao sob o protocolo de nimero 5976070519.

4.1 Biomateriais estudados

Nesse estudo foram avaliados dois tipos de biomateriais, ambos produzidos pelo Grupo
de Pesquisa em Biomateriais do centro de Ciéncias Tecnologicas (CCT) da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC), situado em Joinville, Santa Catarina. As composi¢des
estudadas foram Hidroxiapatita (HA) e Fosfato Tricalcico Beta (TCP-B) (tabela 2). Os
biomateriais utilizados nesse estudo apresentavam-se como morfologia de granulos
nanoestruturados sinterizados a temperatura de 1100°C durante 2 horas. A caracterizagao
morfoldgica e microestrutural destes biomateriais foi realizada em colaboragdo com o Grupo

do CCT/UDESC, através de microscopia eletronica de varredura (MEV).

Tabela 2 - Biomateriais utilizados e sua composi¢dao quimica.

Biomaterial Forma Composicao quimica
Hidroxiapatita (HA) Granulos Cai0(PO4)s(OH):
Fosfato tricalcico p (TCP- B) Granulos Caz(POs)2

Fonte: Producdo do Grupo de Pesquisa em Biomateriais, UDESC.

A implantacdo dos biomateriais, associados ao PRP ativado ou ndo, nas calvarias foi
feita através de um dispositivo de crescimento 6sseo guiado, feito em nylon, um polimero
termoplastico ductil, com boa usinabilidade e propriedades mecanicas. O nylon possui
estabilidade quimica, sendo bioinerte, com baixa molhabilidade em fluidos corpdéreos. O
dispositivo foi fabricado pelo CCT/UDESC com dimensdes de 5 mm de altura e 10 mm de

diametro interno, tendo entdo um volume interior com cerca de 0,314 cm? (Figura 3).
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Figura 3 - (A) Desenho representativo do dispositivo de nylon que foi elaborado com as
dimensdes de 5 mm de altura e 10 mm de didmetro interno, formando um volume
interior de sua cupula de aproximadamente 0,314 cm?. (B) Guia de crescimento de
nylon. Notar o orificio central (seta preta) por onde o parafuso cortical ¢ introduzido,
fixando a guia na calvaria dos animais

K,;\ B
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Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais da UDESC/CCT-Joinville.

4.2 Plasma Rico em Plaquetas

A obtengdo do plasma rico em plaquetas foi feita através da técnica adaptada de
Vendramin et al (2006), com o processamento das amostras de sangue total imediatamente apos
a coleta de 3 ml (em seringa de 3ml com agulha hipodérmica 25x7mm) proveniente da artéria
auricular. Esse volume foi armazenado em tubos com citrato de sddio como anticoagulante. A
contagem das plaquetas foi feita manualmente em cdmara de Neubauer para obtengdo das
quantidades basais.

Em seguida a amostra foi submetida a primeira centrifugacao de 1000 rpm/min durante
10 minutos. O sobrenadante do plasma foi entdo separado e armazenado em tubos Falcon, sendo
novamente submetido centrifugacdo, dessa vez de 500 rpm/min durante 10 min. O sobrenadante
pobre em plaquetas foi descartado, restando cerca de 1 mL do plasma rico em plaquetas, foi
realizada entdo a segunda contagem manual por camara de Neubauer, com a contagem relativa

na tabela 3.
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Tabela 3 - Dados das contagens das plaquetas basais e contagem de plaquetas do plasma rico
em plaquetas de cada unidade experimental (continua).

Coelho Pla((;l;:a)tg’z;;zz)lsal Plasma rico em plaquetas (x103/uL)
1 249 757
2 240 480
3 195 828
4 227 1020
5 250 580
6 328 700
7 222 715
8 290 590
9 190 409
10 220 660
11 212 482
12 111 330
13 181 267
14 240 650
15 171 460
16 277 450

Média 225,19 586,13

Fonte: Producdo pessoal

Dentro de cada grupo (90 e 60 dias) foi realizada uma subdivisao, onde 4 dos 8 animais
receberam o biomaterial (tanto HA quanto TCP- §) com PRP adicionado de gluconato de célcio
a 10 % (PRP ativado) e 4 animais receberam o biomaterial com PRP sem adi¢do de gluconato
(PRP nao ativado). A adi¢do de gluconato de calcio a 10 % foi realizada na propor¢ao de 400uL
de gluconato para cada 1000uL de plasma.

4.3 Unidade Experimental, Manejo e Cuidados

Nesse estudo foram utilizados 16 coelhos machos, inteiros, linhagem Nova Zelandia,
com idade aproximada de 10 meses e peso médio de 3,6 Kg. Os animais chegaram cerca de 15
dias antes do inicio do estudo para ambientalizagdo e aclimatacdo, nesse periodo sua saude foi
verificada e todos foram desverminados. Os animais foram adquiridos no criatorio autorizado
do Centro de Educacdo Profissional Caetano Costa, em Siao José do Cerrito-SC ¢

ambientalizados em gaiolas individuais, proprias a espécie. As gaiolas estavam suspensas a 60
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cm do chao (Figura 4), coberto por maravalha, em uma mesma sala com luz e temperatura

ambiente.

Figura 4 — Gaiolas proprias para criagdo de coelhos suspensas a 60 cm do chdo por estrados de
madeira, os animais foram mantidos em uma mesma sala com luz e temperatura
ambiente.

Fonte: Produgdo pessoal.

A alimentagao foi feita através de ragao peletizada apropriada e vegetais duas vezes ao
dia, a agua foi fornecida ad libitum. A medicacdo antiparasitaria aplicada foi a base de
ivermectina 1%, na dose de 0,4 mg/Kg, por via subcutanea (SC). Os animais foram separados
aleatoriamente em dois grupos de 8 animais cada, sendo um grupo caracterizado em 60 dias e
outro em 90 dias de avaliagdo poOs-operatoria. Tanto o grupo 60 quanto 90, receberam os
mesmos biomateriais, Hidroxiapatita (HA) e Fosfato Tricalcico Beta (TCP-B), entretanto 4
animais de cada grupo receberam PRP ativado (em gel) adicionado ao biomaterial e 4 animais

receberam PRP nao ativado (liquido) adicionado ao biomaterial (tabela 5).

Tabela 4 - Esquema das unidades experimentais e seus tratamentos.

Grupo Total Animais Subgrupo
Grupo 60 dias 8 animais 4 PRP ativado (Gel)
4 PRP ndo ativado (Liquido)
Grupo 90 dias 8 animais 4 PRP ativado (Gel)

4 PRP nao ativado (Liquido)

Fonte: Producédo pessoal
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4.4 Pré-operatorio e Anestesia:

A tricotomia dos animais foi realizada previamente abrangendo a porcao dorsal do
cranio, estendendo-se das orelhas até o processo supraorbital rostral. Os limites laterais foram
margeados nas palpebras superiores. Também foi realizada a tricotomia das orelhas para
acessos venoso e arterial. Os animais foram submetidos somente a jejum solido de 4 horas, uma
vez que o jejum hidrico ndo apresenta relevancia para a espécie.

A medicagdo pré-anestésica (MPA) foi aplicada cerca de 30 minutos antes da inducao,
em ambiente silencioso, onde o animal foi mantido até a indugdo. A MPA foi composta da
associacdo de cloridrato de cetamina (Cetamin®, Syntec, Santana de Panaiba/SP, Brasil) na
dose de 10 mg/kg, midazolan (medicamente genérico, Hipolabor, Sabara/MG) na dose de 2
mg/kg e sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia, Itapira/SP, Brasil) na dose de 0,5 mg/Kg. A
aplica¢do foi realizada por via intramuscular (IM). Foi realizado acesso venoso com catéter 24
G na veia auricular periférica como via de administracao de fluidoterapia e farmacos.

Para a indugao anestésica foi utilizado isoflurano (medicamento genérico, BioChimico,
Rio de Janeiro/RJ, Brasil) através de madscara cirirgica, apés relaxamento foi realizada a
abertura da boca do animal, borrifando-se na regido da glote cloridrato de lidocaina 100 mg/ml
(medicamente genérico, Hipolabor, Sabara/MG, Brasil), em spray, para em seguida ser
realizada a introducdo da mascara laringea (V-Gel®, Docsinnovent Ltda, London/UK) de
tamanhos R3 ou R4, dependendo da compatibilidade com o tamanho do animal. A méscara
laringea foi utilizada para manutencao da anestesia inalatoria com isoflurano a 1 CAM diluido
em oxigénio a 100% em vaporizador calibrado, com fluxo variando entre 200-300 ml/Kg/min.

O animal foi entdo posicionado em decubito esternal com a cabega apoiada sobre uma
calha especial (figura 5), e em seguida foi feita a coleta de sangue na artéria auricular para o
desenvolvimento do PRP. Em seguida foi infiltrado, na linha de incisdo, via subcutanea,
cloridrato de lidocaina 2% (medicamento genérico, Hypofarma, Ribeirdo das Neves/MG,

Brasil) sem vaso constritor, na dose de 7 mg/kg.
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Figura 5 —

Fonte: Produg
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(A) Calha especial criada por Dallabrida (2016) para o posicionamento ideal da
cabeca dos coelhos durante procedimento cirargico. (B) Posicionamento do animal
sobre a calha, com acesso para coleta de sangue na orelha direita, acesso para
fluidoterapia na orelha esquerda, oximetro de pulso na orelha direita e utilizagdo da
mascara laringea.

a0 pessoal

Os animais também receberam, antes do inicio do procedimento cirurgico, antibiotico,

via intraven

de 5 mg/kg.

osa (IV), enrofloxacino (Chemitril® 2,5%, Chemitec, Sdo Paulo/SP, Brasil) na dose
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4.5 Procedimento Cirurgico

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados pelo mesmo cirurgido, com os
animais posicionados em decubito esternal com a cabeca apoiada ventralmente sobre uma calha
metalica. A antissepsia local foi baseada no protocolo alcool 70%- iodopovidona- alcool 70%.
Apos posicionamento do campo cirtrgico a incisdo longitudinal era realizada em sentido
rostrocaudal com cerca de 5 cm, na crista sagital, com lamina de bisturi nimero 24. Apds o
peridsteo foi incisado e lateralizado com auxilio de elevador periosteal (figura 6), expondo
totalmente a regido 0ssea da calvaria. A disposi¢do das guias de nylon era semelhante em todos
os animais, sendo dividida a calvaria, subjetivamente, em dois quadrantes longitudinais e
aplicando-se uma guia de cada lado. Em todos os animais o quadrante direito recebeu

hidroxiapatita e o quadrante esquerdo recebeu fosfato tricalcico beta (Figura 7).

Figura 6 - Periosteo sendo lateralizado, com auxilio de elevador de peridsteo, apds incisdo
expondo totalmente a regido o0ssea da calvaria.

Fonte: Producao pessoal.
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Figura 7 - Imagem demostrando a ordem da disposi¢do dos tratamentos, lado direito com a
aplicacdo da campanula preenchida com biomaterial hidroxiapatita e lado esquerdo
com a aplicagdo da campanula preenchida de fosfato tricalcico beta.

Fonte: Producido pessoal

No grupo 60 dias os animais 1, 2, 3 e 4 receberam a composi¢ao de biomaterial mais
PRP ativado, sendo devidamente identificados, ja os animais 5, 6, 7 e 8 receberam o biomaterial
adicionado de PRP nio ativado. Ja no grupo 90 dias os animais 9, 10, 11 e 12 receberam a
composi¢ao biomaterial mais PRP ativado e os animais 13, 14, 15 e 16 receberam o biomaterial
adicionado de PRP nao ativado. O biomaterial foi colocado, em pequenas porgdes, em cuba rim
individual, onde em seguida foi adicionado o PRP. Essa unido formava uma espécie de massa
a qual era depositada nas campanulas (Figura 8).

A fixacdo das guias foi realizada através de perfuracdes corticais da calvaria com broca
ortopédica de 1,5 mm, seguida da introdu¢do de parafusos corticais sextavados nao bloqueados
de 2.0 mm X 10 mm de comprimento, os quais foram fixados a cortical dssea com auxilio de
chave hexagonal, fixando-se assim a guia de nylon a calvaria (figura 8). Ap6s a implantagao
procedeu-se a sutura dos tecidos moles com ndilon monofilamentar 3-0 em padrao Wolf, com

dermorrafia realizada também com nylon mono filamentar 3-0 em padrao Wolf.
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Figura 8 — Imagem demostrando: (A) Cuba rim onde o biomaterial foi adicionado de PRP; (B)
Perfuracdo cortical da calvaria com broca ortopédica; (C) Biomaterial adicionado de
plasma rico em plaqueta na campanula, notar a presenga do parafuso sextavado; (D)
Fixacdo dos parafusos corticais sextavados nao bloqueados na cortical 6ssea.

Fonte: Producéo pessoal

4.6 P6s-Operatorio

Ao final do procedimento os animais receberam dipirona sdédica (D-500, Zoetis,

Campinas/SP, Brasil) na dose de 25 mg/Kg, duas vezes ao dia por via subcutanea, meloxican

0,2% (Maxican®, Ouro Fino, Cravinhos/SP, Brasil) na dose de 2 mg/kg, uma vez ao dia por

47



47

via subcutanea, e enrofloxacino 2,5% (Chemitril® 2,5%, Chemitec, Sao Paulo/SP, Brasil) na
dose de 5 mg/Kg, duas vezes ao dia por via intramuscular, nos trés dias subsequentes.

As feridas cirtrgicas foram avaliadas quanto a edema, contaminacdo hipertermia ou
deiscéncia de suturas nos 10 dias ap6s o procedimento, além disso os animais foram avaliados
quanto a qualquer sintoma neuroldgico. A limpeza era realizada com solugdo de cloreto de
s0dio 0,9 % duas vezes ao dia. Durante todo o estudo os animais foram avaliados para qualquer
tipo de alteragdo fisiologica ou comportamento que pudesse sugerir a necessidade de descarte

ou substituicao da amostra.

4.7 Coleta das amostras

Ap6s o periodo experimental de cada grupo (60 e 90 dias) os animais foram submetidos
a eutandsia para a realizagdo da coleta das calvarias. A eutandsia ocorreu conforme a resolucao
n° 13 de 20 de setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle e Experimentagcdo animal
(CONCEA).

Para a eutanasia os animais receberam a medicagdo pré-anestésica com a associacao de
cetamina (Cetamin®, Syntec, Santana de Parnaiba/SP, Brasil) na dose de 20 mg/Kg e
midazolan (medicamento genérico, Hipolabor, Sabard/MG) na dose de 2 mg/Kg, por via
intramuscular seguida pela indugao anestésica com propofol (Provive®, Unido Quimica, Embu-
Guagu/ SP) na dose de 5 mg/Kg por via Intravenosa. Apos atingir o plano anestésico adequado
os animais receberam 10 mL de cloreto de potéssio 19,1% (medicamento genérico, Hequiplex,
Aparecida de Goiania/GO, Brasil) por via intravenosa até completa parada cardiorrespiratéria,
confirmada através de auscultag@o por estetoscopio.

Para a obtengao das calvarias o procedimento foi similar ao procedimento cirurgico.
Inicialmente foi realizada a incisdo de pele no mesmo local, com rebatimento das estruturas de
tecidos moles. A seccao das calvarias foi realizada com auxilio de um disco serrilhado acoplado
a motor elétrico, retirando-se assim a por¢do do tecido 6sseo craniano contendo as amostras
(Figura 9). O armazenamento se deu em frascos plasticos individuais, devidamente
identificados, contendo solu¢do de formaldeido tamponado a 10 % durante 7 dias. Ocorreu
entdo a retirada das guias de nylon e parafusos e divisdo das cavarias em duas partes com auxilio
de um disco serrilhado acoplado a um motor elétrico. Sendo novamente armazenado em frascos
individuais com formaldeido tamponado a 10 % por mais 7 dias. Ap0s esse periodo as amostras

foram encaminhadas para analise histoldgica e histomorfométrica.
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Figura 9 — (A) Por¢ao do tecido 6sseo craniano contendo as amostras, notar a presenga das
campanulas e parafusos; (B) Por¢do do tecido 6sseo craniano contendo as amostras, ja sem as
campanulas e parafusos, ao final do tempo de conservacao em folmaldeido tamponado a 10%.

4.8 Avaliacao Histologica

Para a avaliacdo histologica o processamento e analise foi realizado no Laboratorio de
Patologia Animal do CAV/UDESC- Lages/SC, sob coordenacdo do professor doutor Aldo
Gava. Para isso as amostras foram descalcificadas em acido nitrico a 15% por um periodo de 7
dias seguido de processamento histotécnico. Em seguida as amostras foram submetidas a
desidratagdo com alcool, diafaniza¢do com xilol e introduzidas em cera de parafina. Esses
blocos de parafina foram, entdo, seccionados através de micrétomo a uma espessura de 3 pm.

As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina de Harris para serem, por fim,
analisadas por microscopia optica (MO). A avaliagdo das ldminas foi realizada por um
histologista cego aos tratamentos. O critério de avaliagao, adaptado de VALIATI et al. (2012),
foi baseado em atribuigdo da quantidade dos tipos celulares encontrados em cruzes, como
demostrado na tabela 6.

Avaliou-se neoformacao de tecido 6sseo (NTO), deposicao de fibras colagenas (DFC),
presenga de osteoblastos (PO), biomaterial remanescente (BR), presenga de formagao de tecido
mieldide (FTM), presenca de neoformacgao de tecido 6sseo (NTO), proporgao de osso primario
(OP) e neoformagao vascular (NFV). Foi associado a auséncia do pardmetro a marcagao com
nenhuma cruz, uma cruz para pouca quantidade, duas cruzes para quantidade moderada, trés

cruzes para quantidade acentuada.
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Tabela 5 - Modelo de critérios de avaliacao histoldgica baseado em atribui¢cdo de cruzes para
quantificagdo de biomaterial remanescente (BR), neoformagdo de tecido Osseo
(NTO), deposi¢ao de fibras colagenas (DFC), osso primario (OP), presenca de
osteoblastos (POT), formacao de tecido mieloide (FTM), presenca de macréfagos
(MA) e neoformacao vascular (NFV).

BR NTO DFC op POT FTM MA NFV

Auséncia - - - - - . _ i}
Leve + + + + + + + +
Moderada ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Acentuada  +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Fonte: Adaptado de VALIATI et al. (2012).

4.9 Avaliacao Histomorfométrica

ApoOs o corte das amostras para a avaliacdo por microscopia optica os blocos foram
enviados para o LABOPAVE/UFSC (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Santa Catarina) em Curitibanos/SC aos cuidados do professor doutor Adriano Tony
Ramos.

As amostras foram seccionadas através de microtomo na espessura de 3um e coradas
em Picrosirius. Foram entdo obtidas imagens fotograficas de cinco campos diferentes das
amostras, com o0 mesmo aumento (10X), utilizando um microscépio 6ptico (Leica, modelo DM
500) com camera fotografica acoplada (Leica ICC 50 HD), conectada a um computador através
de cabo USB. As imagens foram obtidas através de software especifico (Leica Application Suite
versao 3.0.0, 2013).

A avaliagao foi feita por um avaliador cego aos tratamentos. Apos calibracao
estabeleceu-se entdo o padrao azul para o tecido conjuntivo fibroso, pois a coloragao Picrosirius
¢ seletiva de tecido conjuntivo permitindo a diferenciacdo entre as fibras de colagenos tipos I e
III, e vermelho para o tecido 6sseo. Apos calibragem o programa analisou a func¢ao “Macro”

estabelecendo valores em pixel das areas averiguadas, criando uma tabela.
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5 Resultados

Os procedimentos cirurgicos ocorreram sem nenhuma complicagdo, sendo classificado
como de facil aplicagdo. Nenhum animal teve complicagdes relacionadas ao procedimento,
tendo sido avaliados diariamente. Nao houve alteragdes comportamentais, todos alimentaram-
se normalmente e ndo houve alteragdes neurologicas em nenhum animal.

Durante os procedimentos de eutanasia notou-se, macroscopicamente, que as amostras
apresentavam uma boa integragao dos biomateriais ao leito receptor, isso em ambos 0s grupos.
Também pode-se observar que durante a remocdo das calvarias, em todas as amostras, os
parafusos ultrapassaram o limite interno da cortical dssea lesionando assim as meninges € o
cérebro. Porém nenhum animal apresentou alteragdes fisiologicas, comportamentais ou

neurologicas decorrentes do parafuso ultrapassar a cortical Ossea.

5.1 Hidroxiapatita acrescido de PRP ativado

5.1.1 Grupo 60 dias

Ao ser avaliado histologicamente o grupo HA + PRP ativado, aos 60 dias, apresentou
neoformagdo de tecido 6sseo moderada, sendo esse crescimento apenas de tecido Osseo
primario (figura 10). Nao observou-se osteoclastos, porem apresentou uma discreta quantidade
de osteoblastos caracterizados por células redondas com reticulo citoplasmatico abundante.

A neoformacdo Ossea teve maior formagdo proximo ao osso da calvaria, sendo
abundante na base e diminuindo quando segue em dire¢do ao apice da campanula. No apice, ou
seja, mais afastado da calvaria observou-se células alongadas com nucleos alongados ou
ovoides, caracterizando as células osteoprogenitoras (Figura 10).

O biomaterial manteve-se presente em quantidade moderada. Em meio a neoformagao
ossea observou-se a proliferagao de tecido mieloide moderado (medula 6ssea) caracterizada por
adipocitos medulares e progenitores de células sanguineas. Na Figura 10A, pode-se observar
tecido hematopoiético junto aos adipdcitos.

A neoformacgao vascular foi classificada como moderada. Apresenta-se na forma de uma
camada de células endoteliais em forma de tubo de pequeno calibre com células sanguineas no

interior.

51



51

Pode se observar na imagem histomorfométrica (figura 12) a presenga da calvaria,
caracterizado pela coloracdo verde entremeada de pouca coloracdo vermelha, verifica-se a
presenga de fibras colagenas organizadas em lamelas, paralelas umas as outras, e sua disposi¢ao
em camadas concéntricas em tono dos canais com vasos (sistema de Havers).

A tabela 7 apresenta os resultados da avaliagdo histologica obtida nas analises das

amostras.

Tabela 6 - Resultados obtidos através da analise histologica de HA + PRP ativado, com
evolucdo de 60 dias de pos-operatério, quanto a biomaterial remanescente (BR),
neoformacao de tecido dsseo (NTO), deposicao de fibras colagenas (DFC), osso
primario (OP), presenca de osteoblastos (POT), formagdo de tecido mieloide
(FTM), macrofagos (MA) e neoformacgao vascular (NFV).

BR NTO DFC OP POT FTM MA NFV
++ ++ ++ +++ + ++ - ++
Fonte: Producado pessoal.
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Figura 10 - Imagem histologica, para o tratamento HA + PRP ativado no periodo de evolucao
de 60 dias, com coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) Biomaterial remanescente
(BR); neoformacdo de tecido dsseo (NTO); osso secundario (calvéria) (OS);
formacao de tecido mieloide (FMT). Notar tecido medular amarelo com presenca
de células sanguineas entremeado a neoformacdo de tecido Osseo e biomaterial
remanescente. Aumento 10X. B) Notar, seta amarela, células alongadas com
nucleos alongados ou ovoides, caracterizando as células osteoprogenitoras (COP).
Aumento 4X.

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC
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Figura 11 - Imagem histomorfométrica para o tratamento HA + PRP ativado com tempo de
evolucdo de 60 dias. Coloragdo Picrosirius. (BR) Biomaterial remanescente (BR),
osso secundario (calvaria) (OS). Observar a presenca de fibras colagenas
organizadas em lamelas paralelas umas as outras e sua disposicdo em camadas
concéntricas formando o sistema de Havers. Notar a presenca de tecido conjuntivo
em coloragdao vermelha (setas amarelas) e tecido 6sseo em coloracao verde (setas
brancas). Aumento 10X.

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC

5.1.2 Grupo 90 dias

No grupo de 90 dias pode-se observar a neoformacao de tecido 6sseo moderada, sendo
esse crescimento apenas de tecido 6sseo primario. Assim como no grupo de 60 dias a
neoformacdo Ossea teve sua maior formagdo préximo ao osso da calvaria diminuindo em
direcdo ao apice da campanula.

Observa-se o biomaterial remanescente em quantidade acentuada. Novamente ndo
observou-se osteoclastos, observando-se apenas uma discreta quantidade de osteoblastos,
caracterizada por células redondas com reticulo citoplasmatico abundante, as quais encontram-
se enfileirados na margem da neoformagdo 6ssea como demostrado na figura 12. Nessa mesma
imagem ¢ possivel observar ostedcitos, caracterizados por células achatadas dispersas na

neoformacgao dssea.
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Observou-se também a proliferagdo de tecido mieloide discreta, caracterizada por
adipdcitos medulares progenitores de células sanguineas. A neoformacgdo vascular foi
classificada como acentuada, apresentando-se na forma de uma camada de células endoteliais
em forma de tubo de pequeno calibre com células sanguineas no interior.

Na imagem histomorfométrica (figura 13) podemos observar a presenca de tecido
conjuntivo em coloragdo vermelha e tecido 6sseo em coloragdo verde entremeados por
biomaterial remanescente.

A tabela 8 apresenta os resultados da avaliacdo histologica obtida nas analises das

amostras.

Tabela 7 - Resultados obtidos através da analise histologica de HA + PRP ativado, com
evolugdo de 90 dias de pds-operatorio, quanto a biomaterial remanescente (BR),
neoformacao de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), osso
primario (OP), presenca de osteoblastos (POT), formagdo de tecido mieloide
(FTM), macrofagos (MA) e neoformagdo vascular (NFV).

BR NTO DFC opP POT FTM MA NFV

ot ++ ++ ot + + - o+

Fonte: Produ¢édo pessoal
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Figura 12 - Imagem histologica, para o tratamento HA + PRP ativado no periodo de evolugdo
de 90 dias, com coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) Biomaterial remanescente
(BR); neoformacao de tecido 6sseo (NTO); osso secundario (calvaria) (OS). Notar
a neoformagdo vascular evidenciada pelas setas vermelha. Aumento 10X. B)
Biomaterial remanescente (BR); neoformacdo de tecido 6sseo (NTO). Notar a os
osteocitos, evidenciados pelas setas amarelas e a linha de osteoblastos evidenciados
pela seta vermelha. Aumento 40X.

Fonte: Laboratério de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC.
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Figura 13 - Imagem histomorfométrica para o tratamento HA + PRP ativado com tempo de
evolugdo de 90 dias. Coloracdo Picrosirius. Biomaterial remanescente (BR); Notar
a presenga de tecido conjuntivo em coloragdo vermelha (setas amarelas) e tecido
0sseo em coloragao verde (setas brancas). Aumento 10X.

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC

5.2 Hidroxiapatita acrescido de PRP nio ativado

5.2.1 Grupo 60 dias

A HA acrescida de PRP ndo ativado aos 60 dias apresentou neoformagao de tecido dsseo
moderada, sendo esse crescimento de tecido 6sseo primario. Essa neoformacdo ossea foi
abundante préximo ao osso da calvaria diminuindo em dire¢cdo ao 4pice da campanula.

O biomaterial remanescente presente foi classificado como acentuado.

A proliferagdo de tecido mieloide foi quase inexiste, em apenas uma das amostras
observou-se presenga de adipocitos medulares e progenitoras de células sanguineas, como
observadas na figura 14. A neoformagdo vascular foi classificada como moderada,
caracterizada na forma de uma camada de células endoteliais em forma de tubo de pequeno

calibre com células sanguineas no interior.

57



57

Observou-se apenas em uma das amostras a presenga de macrofagos, caraterizado por
células com nucleo redondo com material eosindfilo no citoplasma, as quais podem ser
observadas na imagem 14.

A partir da imagem histomorfométrica (figura 15) podemos visualizar a presenga
abundante de tecido conjuntivo em coloracdo vermelha, ja o tecido 6sseo teve pouco
crescimento (coloragdo verde), notar o crescimento a partir da calvaria do animal em dire¢do
ao apice da campanula.

A tabela 9 apresenta os resultados da avaliagdo histologica obtida nas analises das

amostras.

Tabela 8 - Resultados obtidos através da analise histologica de HA + PRP nao ativado, com
evolucdo de 60 dias de pos-operatorio, quanto a biomaterial remanescente (BR),
neoformacao de tecido dsseo (NTO), deposicao de fibras colagenas (DFC), osso
primario (OP), presenga de osteoblastos (POT), formagdo de tecido mieloide
(FTM), macrofagos (MA) e neoformagdo vascular (NFV).

BR NTO DFC (0] POT FTM MA NFV

4+ o+ ++ - + - - t

Fonte: Produgao pessoal
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Figura 14 - Imagem histologica, para o tratamento HA + PRP ndo ativado no periodo de
evolugdo de 60 dias, com coloracdo Hematoxilina/Eosina (HE). (A) Biomaterial
remanescente (BR); neoformagao de tecido dsseo (NTO); formagdo de tecido
mieloide (FTM). Notar os progenitores de células sanguineas junto aos adipdcitos
medulares evidenciadas pelas setas vermelhas. Aumento 10X. B) Biomaterial
remanescente (BR); neoformacdo de tecido dsseo (NTO); Macrofagos (MA).
Notar os macrofagos, caracterizadas por células com nucleo redondo, ao redor do
biomaterial remanescente. Aumento 40X.

Fonte: Laboratério de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC.
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Figura 15 - Imagem histomorfométrica para o tratamento HA + PRP ndo ativado com tempo de
evolucdo de 60 dias. Coloragdo Picrosirius. Biomaterial remanescente (BR);
Tecido 6sseo secundario (Calvaria) (OS). Observar o crescimento do tecido
conjuntivo a partir da calvaria do animal. Notar a presenca de tecido conjuntivo
em coloracao vermelha (setas amarelas) e tecido 6sseo em coloragdo verde (setas
brancas). Aumento 10X.

LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC

5.2.2 Grupo 90 dias

Ao avaliar histologicamente o grupo HA + PRP nao ativado, aos 90 dias, observou-se
neoformacao de tecido 6sseo moderado, aonde esse crescimento foi de tecido 6sseo primario.
Esse crescimento foi abundante proximo ao osso da calvaria diminuindo ao apice da campanula.

Nao observou-se osteoclastos assim como nos outros grupos, porem observou-se
osteoblastos em quantidade discreta, caracterizada por células redondas com reticulo
citoplasmatico abundante.

O biomaterial remanescente foi classificado como acentuado como mostrado na figura
16.

Nao observou-se proliferacdo de tecido mieloide. E a neoformagdo vascular foi
classificada como acentuada, apresentando-se na forma de uma camada de células endoteliais

em forma de tubo de pequeno calibre com células sanguineas no interior.

60



60

Na imagem histomorfométrica (figura 17) podemos observar o crescimento do tecido
conjuntivo a partir da calvaria do animal, observar a presenc¢a de tecido conjuntivo em coloragao
vermelha e tecido 6sseo em coloragdo verde ao redor do biomaterial remanescente.

A tabela 10 apresenta os resultados da avaliagdo histologica obtida nas analises das

amostras.

Tabela 9 - Resultados obtidos através da anélise histologica de HA + PRP ndo ativado, com
evolucao de 90 dias de pds-operatorio, quanto a biomaterial remanescente (BR),
neoformacao de tecido 6sseo (NTO), deposi¢do de fibras colagenas (DFC), osso
primario (OP), presenga de osteoblastos (POT), formagao de tecido mieloide
(FTM), macrofagos (MA) e neoformagdo vascular (NFV).

BR NTO DFC opP POT FTM MA NFV

-+ ++ ++ -+ + - - +++

Fonte: Produgéo pessoal

Figura 16 - Imagem histologica, para o tratamento HA + PRP ndo ativado no periodo de
evolucdo de 90 dias, com coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). Biomaterial
remanescente (BR); neoformagao de tecido 6sseo (NTO). Notar a neoformacao de
tecido Osseo discreta. Aumento 10X

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC.
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Figura 17 - Imagem histomorfométrica para o tratamento HA + PRP ndo ativado com tempo de
evolugao de 90 dias. Coloragao Picrosirius. Biomaterial remanescente (BR); Tecido
osseo secundario (Calvaria) (OS). Observar o crescimento do tecido conjuntivo a
partir da calvaria do animal. Notar a presenca de tecido conjuntivo em coloracao
vermelha (setas amarelas) e tecido 0sseo em coloragao verde (setas brancas).
Aumento 10X.

200 pm

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC.

5.3 Fosfato Tricalcico B acrescido de PRP ativado

5.3.1 Grupo 60 dias

Esse tratamento apresentou neoformacdo de tecido Osseo discreta, sendo esse
crescimento de tecido primario. Assim como os demais grupos ndo observou-se osteoclastos,
apresentando uma discreta quantidade de osteoblastos, caracterizados por de células redondas
com reticulo endoplasmatico abundante. A neoformagao dssea foi abundante préximo ao osso
da calvéria, diminuindo em dire¢ao ao apice da campanula, como pode ser observado na figura
18.

O biomaterial manteve-se presente em quantidade acentuada. Nesse grupo nao
observou-se proliferagdo de tecido mieloide. Observou-se rara presenca de adipdcitos

medulares proximo a calvaria em poucas amostras.
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A neoformacao vascular foi moderada apresentando-se na forma de tubo de pequeno
calibre com uma camada de células endoteliais com células sanguineas em seu interior (Figura
18). Na histomorfometria (figura 19) podemos notar o crescimento ao redor do biomaterial
remanescente

A tabela 11 apresenta os resultados da avaliagdo histologica obtida nas andlises das

amostras.

Tabela 10 - Resultados obtidos através da andlise histologica de TCP B + PRP ativado, com
evolucao de 60 dias de pds-operatorio, quanto a biomaterial remanescente (BR),
neoformacao de tecido 6sseo (NTO), deposicao de fibras colagenas (DFC), osso
primario (OP), presenca de osteoblastos (POT), formagdo de tecido mieloide
(FTM), macrofagos (MA) e neoformacao vascular (NFV).

BR NTO DFC opP POT FTM MA NFV

bt + ++ bt + - - ++

Fonte: Produgdo pessoal

Figura 18 - Imagem histologica, para o tratamento TCP 3 + PRP ativado no periodo de evolugao
de 60 dias, com coloracdo Hematoxilina/Eosina (HE). Biomaterial remanescente
(BR); neoformagdo de tecido 6sseo (NTO); Lacunas (LA); Deposi¢do de fibras
colagenas (DFC). Notar que a neoformagao do tecido dsseo segue da direita para a
esquerda, diminuindo em dire¢do ao dpice da campanula, onde estdo depositadas
fibras colagenas. Observar a presenga de vasos sanguineos evidenciados pelas setas
amarelas. Aumento 10X.

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC.
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Figura 19 - Imagem histomorfométrica para o tratamento TCP B + PRP ativado com tempo de
evolugdo de 60 dias. Coloragao Picrosirius. Coloragdo Picrosirius. Biomaterial
remanescente (BR); Tecido o6sseo secundario (Calvaria) (OS). Observar o
crescimento do tecido conjuntivo ao redor do biomaterial remanescente. Notar a
presenca de tecido conjuntivo em coloragdo vermelha (setas amarelas) e tecido
0sseo em coloragao verde (setas brancas). Aumento 10X.

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC.

5.3.2 Grupo 90 dias

Aos 90 dias o grupo TCP B + PRP ativado apresentou neoformacdo de tecido dsseo
moderada, sendo esse crescimento apenas de tecido dsseo primdrio. Nao observou-se
osteoclastos, observando-se uma leve quantidade de osteoblastos caracterizada por células
redondas com reticulo citoplasmatico abundante. Assim como nos demais grupos a
neoformacao 6ssea foi abundante proximo ao osso da calvaria diminuindo em dire¢@o ao apice
da campénula.

O biomaterial remanescente manteve-se de forma moderada.

Observou-se em apenas uma amostra presenca proliferacao de tecido mieloide discreta
(medula 6ssea), caracterizados por adipocitos medulares e progenitores de células sanguineas.

(figura 20A), porem a média do grupo foi classificada como ausente.
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A neoformagao vascular foi classificada como moderada. Apresentando-se na forma de
uma camada de células endoteliais em forma de tubo de pequeno calibre com células sanguineas
no interior.

Observou-se moderada quantidade de macrofagos, caracterizada por células com nicleo
redondo e material eosin6filo no citoplasma, os quais podem ser observados na imagem 20B.

Neste grupo pudemos observar a presenca de grandes lacunas com a presenca de
biomaterial na luz, como demostrado na figura 20A.

Na figura histomorfométrica (imagem 21) podemos observar o pouco crescimento 0sseo
representado pela coloracdo verde, mesmo proximo a calvaria do animal.

A tabela 12 apresenta os resultados da avaliagdo histologica obtida nas andlises das

amostras.

Tabela 11 - Resultados obtidos através da analise histologica de TCP B + PRP ativado, com
evolugdo de 90 dias de pds-operatorio, quanto a biomaterial remanescente (BR),
neoformacao de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), osso
primario (OP), presenca de osteoblastos (POT), formacao de tecido mieloide
(FTM), macréfagos (MA) e neoformagao vascular (NFV).

BR NTO DFC OP POT FTM MA NFV

++ ++ ++ e - - o ++

Fonte: Produgédo pessoal
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Figura 20 - Imagem histologica, para o tratamento TCP 3 + PRP ativado no periodo de evolugao
de 90 dias, com coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). A) Biomaterial remanescente
(BR); neoformacao de tecido 6sseo (NTO); formagao de tecido mieloide (FTM);
Lacunas (LA). Notar a presenca de lacunas no meio do biomaterial. Aumento 10X.
B) Macrofagos (MA). Notar a presenga macrofagos, caracterizado por células com

nucleo redondo e material eosinodfilo no citoplasma, ao redor do biomaterial
remanescente. Aumento 40X.

Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC.
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Figura 21 - Imagem histomorfométrica para o tratamento TCP + PRP ativado com tempo de
evolucao de 90 dias. Coloracdo Picrosirius. Biomaterial remanescente (BR); Tecido
osseo secundario (Calvaria) (OS). Notar a presenca de tecido conjuntivo em
coloracdo vermelha (setas amarelas) e tecido dsseo em coloracdo verde (setas
brancas). Aumento 10X.

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC.

5.4 Fosfato Tricalcico B acrescido de PRP nio ativado

5.4.1 Grupo 60 dias

Esse grupo apresentou neoformacgdo de tecido 6sseo discreta, sendo esse crescimento
apenas de tecido Osseo primdrio. A neoformacdo Ossea foi abundante proxima ao osso da
calvéria, e diminuindo em dire¢do ao apice. No apice da campanula observou-se deposi¢ao de
fibras coladgenas (figura 22). Novamente nao observou-se de osteoclastos, porém, apresentou
uma discreta quantidade de osteoblastos, caracterizada por células redondas com reticulo
citoplasmatico abundante.

O biomaterial remanescente presente apresentou-se de forma acentuada. A proliferacao
de tecido mieloide média foi classificada como ausente.

A neoformacao vascular foi classificada como moderada. Apresenta-se na forma de uma
camada de células endoteliais em forma de tubo de pequeno calibre com presenga de células

sanguineas no interior.
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A partir da imagem histomorfométrica (figura 23) podemos observar a presenca de
tecido conjuntivo em coloragdo vermelha em abundancia, enquanto o tecido 6sseo, em
coloracdo verde, encontra-se de forma reduzida.

A tabela 13 apresenta os resultados da avaliagdo histologica obtida nas andlises das

amostras.

Tabela 12 - Resultados obtidos através da andlise histologica de TCP  + PRP ndo ativado,
com evolucao de 60 dias de pos-operatorio, quanto a biomaterial remanescente
(BR), neoformacgao de tecido 6sseo (NTO), deposicao de fibras colagenas (DFC),
osso primario (OP), presencga de osteoblastos (POT), formagao de tecido mieloide
(FTM), macrofagos (MA) e neoformagdo vascular (NFV).

BR NTO DFC OoP POT FTM MA NFV

4+ + ++ 4+ + - - ++

Fonte: Produgao pessoal

Figura 22 - Imagem histologica, para o tratamento TCP B + PRP ndo ativado no periodo de
evolucdo de 60 dias, com coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). Biomaterial
remanescente (BR); neoformacdo de tecido dsseo (NTO); deposi¢do de fibras
colagenas (DFC). Notar a neoformacdo de tecido 6sseo apenas proximo ao
biomaterial. Aumento 10X.

Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC.
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Figura 23 - Imagem histomorfométrica para o tratamento TCP 3 + PRP ndo ativado com tempo
de evolucao de 60 dias. Coloragao Picrosirius. Biomaterial remanescente (BR);
Tecido 6sseo secundario (Calvaria) (OS). Notar a presencga de tecido conjuntivo em
coloracdo vermelha (setas amarelas) e tecido dsseo em coloracdo verde (setas
brancas). Aumento 10X.

200 um

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC.

5.4.2 Grupo 90 dias

Ao ser avaliado histologicamente este grupo apresentou neoformacao de tecido dsseo
discreta, sendo esse crescimento apenas de tecido 0sseo primario. A neoformagao dssea teve
maior formagdo proximo ao osso da calvaria, sendo abundante na base e diminuindo em dire¢ao
ao apice da campanula. Nao observou-se osteoclastos, porém observou-se uma quantidade de
osteoblastos discreta, caracterizada por células redondas com reticulo citoplasmatico
abundante.

O biomaterial remanescente foi classificado como acentuado, como demostrado na
figura 24.

Assim como em outros grupos ndo foi observada, na maioria das amostras, a
proliferagdo de tecido mieloide (medula dssea), sendo sua média classificada como nula. A
neoformacao vascular foi classificada como discreta, apresentando-se na forma de uma camada
de células endoteliais em forma de tubo de pequeno calibre com presenca de células sanguineas

no interior.
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Observou-se discreta quantidade de macrofagos, sendo caracterizada por células com
nucleo redondo e material eosinéfilo no citoplasma.

A partir da imagem histomorfométrica (figura 25) podemos notar que o crescimento
Osseo primario se da a partir da calvaria sadia do animal e vai progredindo em dire¢do ao
biomaterial e apice da campanula.

A tabela 14 apresenta os resultados da avaliagdo histologica obtida nas andlises das

amostras.

Tabela 13 - Resultados obtidos através da andlise histoldgica de TCP B + PRP nao ativado,
com evolucdo de 90 dias de pds-operatdrio, quanto a biomaterial remanescente
(BR), neoformagao de tecido 6sseo (NTO), deposi¢ao de fibras colagenas (DFC),
tecido 6sseo primario (OP), presenga de osteoblastos (POT), formagdo de tecido
mieloide (FTM), macrofagos (MA) e neoformagao vascular (NFV).

BR NTO DFC OP POT FTM MA NFV

+++ - ++ e - - - -

Fonte: Produgﬁo pessoal

Figura 24- Imagem histoldgica, para o tratamento TCP B + PRP ndo ativado no periodo de
evolucdo de 90 dias, com coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE). Biomaterial
remanescente (BR); neoformagdo de tecido 6sseo (NTO); Formagao de tecido
mieloide (FTM). Notar a discreta neoformagdo Ossea apenas proximo ao
biomaterial remanescente. Aumento 10X.
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Fonte: Laboratorio de Patologia Animal CAV/UDESC- Lages- SC.

70



70

Figura 25 - Imagem histomorfométrica para o tratamento TCP 3 + PRP ndo ativado com tempo
de evolucao de 90 dias. Coloracao Picrosirius. Biomaterial remanescente (BR);
Tecido 6sseo secundario (Calvaria) (OS). Notar a presenca de tecido conjuntivo em
coloracdo vermelha (setas amarelas) e tecido dsseo em coloracdo verde (setas

brancas). Aumento 10X.

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC.
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5.5 Resultados comparativos

A tabela 15 compara os biomateriais estudados com suas respectivas associagdes ao
PRP ativado ou ndo ativado, através dos critérios histoldgicos avaliados ao 60 e 90 dias de

evolucdo de pds-operatorio.

Tabela 14 - Resultados médios comparativos para cada tempo de tratamento, 60 e 90 dias de
poOs-operatorio, obtidos em relagdo a biomaterial remanescente (BR),
neoformacao de tecido dsseo (NTO), deposi¢do de fibras colagenas (DFC), osso
primario (OP), presenca de osteoblastos (POT), formacao de tecido mieloide
(FTM), macrofagos (MA) e neoformagao vascular (NFV).

Tratamento BR NTO DFC opP POT FTM MA NFV
HA + PRP ativado ++ ++ ++ +++ + ++ - ++
60 dias
HA + PRP ativado A ++ ++ +++ + + - ot
90 dias
HA + PRP nio ativado +++ ++ ++ +++ + - - ++
60 dias
HA + PRP nio ativado +++ ++ ++ +++ + - - o
90 dias
TCP + PRP ativado +++ + ++ +++ + - - ++
60 dias
TCP + PRP ativado ++ ++ ++ 4+ + - ++
90 dias
TCP + PRP néo ativado A + ++ +++ + - - ++
60 dias
TCP + PRP ndo ativado ~ +++ + ++ +++ + - + +
90 dias

Fonte: Producado pessoal

As figuras 26 e 27 ilustram comparativamente as micrografias obtidas na analise
histologica aos tratamentos acrescidos de PRP ativado e ndo ativado aos 60 e 90 dias de

tratamento.
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Figura 26 - Imagem histologica comparativa dos tratamentos aos 60 dias de evolugdo de pos-
operatorio. Biomaterial remanescente (BR), neoformacgao de tecido 6sseo (NTO),
osso primario (OP), formacao de tecido mieloide (FTM), células osteoprogenitoras
(COP), deposicao de fibras coldgenas (DFC). (A) HA + PRP ativado, notar a
presenga de células osteoprogenitoras no apice da campanula; (B) HA + PRP nado
ativado, notar os progenitores de células sanguineas junto aos adipdcitos medulares
evidenciadas pelas setas vermelhas; (C) TCP B + PRP ativado, notar que a
neoformacdo do tecido dsseo segue da direita para a esquerda, diminuindo em
direcdo ao apice da campanula, onde estao depositadas fibras colagenas, observar a
presenca de vasos sanguineos evidenciados pelas setas amarelas; (D) TCP 8 + PRP
ndo ativado, notar a neoformagao de tecido 6sseo apenas proximo ao biomaterial.
(Figura 1. H&E, aumento 4X; Fig 2, 3 e 4, H&E, aumento 10X).

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



Figura 27 -
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Imagem histolégica comparativa dos tratamentos aos 90 dias de evolucdo de pos-
operatorio. Biomaterial remanescente (BR); neoformacdo de tecido 6sseo (NTO);
formacao de tecido mieloide (FTM); Lacunas (LA); Deposigao de fibras coldgenas
(DFC). (A) HA + PRP ativado, notar a neoformacgao vascular evidenciada pelas
setas vermelha; (B) HA + PRP nio ativado, notar a discreta neoformacao de tecido
osseo; (C) TCP B + PRP ativado, notar a presenca de lacunas no meio do
biomaterial; (D) TCP B + PRP ndo ativado, notar a discreta neoformacdo Ossea
apenas proximo ao biomaterial remanescente. (H&E, aumento 10X).

™ 200 um

de il f=———]

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

As imagens 28 e 29 ilustram as micrografias obtidas para a analises histomorfométrica

dos tratamentos com biomaterial acrescidos de PRP ativado ou ndo ativado aos 60 e 90 dias de

evolucao.
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Figura 28 - Imagem histologica comparativa dos tratamentos aos 60 dias de evolucao de pos-
operatorio. Em vermelho evidencia-se o tecido conjuntivo fibroso. Em verde cora-
se o tecido 6sseo neoformado. Biomaterial remanescente (BR), osso secundario
(calvaria) (OS), formagao de tecido mieloide (FTM). (A) HA + PRP ativado, notar
o crescimento proveniente da calvaria em dire¢do ao biomaterial; (B) HA + PRP
ndo ativado, notar a pouca presenga de crescimento Osseo representado pela
coloragdo verde; (C) TCP B + PRP ativado, notar novamente o crescimento
proveniente da calvaria em dire¢do ao biomaterial; (D) TCP  + PRP nao ativado.
Tecido conjuntivo em coloragdo vermelha (setas amarelas) e tecido 6sseo em
coloragdo verde (setas brancas). (Picrosirius, aumento 10X.

200 pm

200 pm 200 ym
_— f &

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC.
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Figura 29 - Imagem histologica comparativa dos tratamentos aos 90 dias de evolugdo de pos-
operatorio. Em vermelho evidencia-se o tecido conjuntivo fibroso. Em verde cora-
se o tecido 6sseo neoformado. Biomaterial remanescente (BR); Osso secundario
(calvéria) (OS); Formagao de tecido mieldide (FTM) (A) HA + PRP ativado notar
a presenca de fibras coldgenas organizadas em lamelas, paralelas umas as outras a
qual indica o osso secundario da calvéaria; (B) HA + PRP nio ativado, notar a maior
quantidade de tecido 6sseo em coloragao verde; (C) TCP B + PRP ativado, notar a
maior presenca de tecido conjuntivo em coloragdo vermelha; (D) TCP B + PRP nao
ativado, notar a minima presenca de tecido dsseo, representado pela coloracao
verde, entremeado ao tecido conjuntivo, representado pela coloragdo vermelha.
Tecido conjuntivo em coloragdo vermelha (seta amarela) e tecido dsseo em
coloragao verde (seta branca). (Picrosirius, aumento 10X).

BR

" 200 um
3 200 ym

Fonte: LABOPAVE - UFSC - Curitibanos- SC.
Também foram analisados e quantificadas quanto a formagao de novo tecido 6sseo e

deposicao de tecido fibroso em cada um dos tratamentos e seus respectivos tempos de evolugao.

As figuras 30 e 31 ilustram os resultados encontrados.
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Figura 30 - Grafico ilustrando os resultados da analise de histomorfometria, demonstrando a
relacdo entre os tratamentos, para a neoformagdao de tecido dsseo (azul) e a
deposi¢ao de tecido fibroso (laranja) aos 60 dias de evolugdo de pds-operatorio.
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m Tecido Osseo ™ Tecido Fibroso

Fonte: Produgéo pessoal

Figura 31 - Gréfico ilustrando os resultados da analise de histomorfometria, demonstrando a
relagdo entre os tratamentos, para a neoformacdao de tecido Osseo (azul) e a
deposicao de tecido fibroso (laranja) aos 90 dias de evolugdo de pos-operatdrio.

1600000
1400000
1200000
1000000

s
& 800000
600000
400000
200000 I . I
,

HA + PRP ativado HA + PRP nio TCP B+ PRP TCP B + PRP ndo
ativado ativado ativado ativado
Tratamento

B Tecido Osseo  ® Tecido Fibroso

Fonte: Produgao pessoal
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5.6 Analise estatistica

A tabela 16 apresenta os valores das médias e desvios padrao relacionados aos valores
encontrados na analise histomorfométrica dos tratamentos em relagdo ao tecido 6sseo ¢ a

deposicao de tecido fibroso aos 60 e 90 dias de evolucao, respectivamente.

Tabela 15. Médias encontradas e respectivos desvios- padrao para neoformacao de tecido dsseo
e deposic¢ao de tecido fibroso para todos os tratamentos em seus respectivos tempos
de evolugao

Neoformacio Ossea Tecido Conjuntivo
60 dias 90 dias 60 dias 90 dias
Hidroxiapatita + 20239Aa 38081Ab 2892122 167051Ab
PRP ativado +20138 131467 +183015 164426
Hidroxiapatita + 48105B 3225492 68629 165244Ab
PRP nao ativado + 51867 +298410 +55837 +75849
TCP + PRP ativado 10217Aa 66835b 254410 231257
+10120 154215 1150424 +151300
TCP + PRP nao 17391Aa 91532Bb 293026 371453B
ativado 117541 164124 1214707 1297041

* One Way ANOVA seguido de Tukey- letras maitsculas diferentes na mesma coluna significam
diferenca entre grupos no mesmo momento. Teste t de Student — letras mintsculas diferentes na
mesma linha significam diferenca entre momentos, dentro do mesmo grupo.

Fonte: arquivo pessoal.

As analises estatisticas foram desenvolvidas através do software GraphPad Prism,
versao 8.3.1 para Windows, GraphPad software, San Diego, California, USA,
www.graphpad.com. Foi utilizado teste t de student para confrontar o uso do PRP ativado e nao
ativado com diferentes biomateriais e o teste ANOVA para analisar os tratamentos avaliando
qual apresentava o melhor resultado estatisticamente.

Para a andlise dos tratamentos entre o mesmo biomaterial e complementos diferentes,
PRP ativado ou ndo, dentro do mesmo tempo de evolucdo, referente ao crescimento 6sseo,
usou-se o teste t de student. A HA acrescida de PRP ndo ativado teve o maior crescimento 6sseo
comparado aos outros grupos aos 60 dias de evolugao, ja aos 90 dias de evolugdo a HA
associada ao PRP ativado teve me menor crescimento dsseo que o grupo TCP associado ao PRP
ndo ativado.

Com relacdo a formagdo de tecido conjuntivo (fibroso), os mesmos testes foram
realizados, nas mesmas situacdes. Ao equiparar os resultados entre 0 mesmo biomaterial e seus

diferentes complementos aos 60 dias ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, ja aos 90
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dias a formacao de tecido conjuntivo foi maior no grupo TCP associado ao PRP nao ativado do
que os dois grupos da HA.

Por fim foi realizada uma avaliag¢do geral do desempenho de cada tratamento diante de
todos os outros, utilizando-se do teste de ANOVA. Diante disso, ao avaliar os tratamentos aos
60 dias apenas o grupo HA associado ao PRP nao ativado ndo apresentou diferencga estatistica,
todos os outros tiveram um maior crescimento 6sseo aos 90 dias. Com relagao ao tecido fibroso
apenas os grupos com HA tiveram diferenga estatistica tendo uma menor producdo de tecido

conjuntivo aos 90 dias, ou seja, houve uma reducao do tecido fibroso dos 60 para os 90 dias.
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6 Discussao

O uso de animais em pesquisas biomédicas tem sido recomendado para aperfeicoar e
validar procedimentos existentes, desenvolver novos materiais € entender os varios processos
fisiologicos e patologicos, uma vez que ndo existem modelos in vitro capazes de imitar
completamente a complexidade do organismo humano (CALASANS-MAIA et al., 2009).
Sendo assim o modelo animal apresenta-se como uma ferramenta fundamental em estudos nas
areas da saude, por promover uma situacao similar a realidade, faz com que os estudos in vivo
apresentem resultados fidedignos (VARGAS, 2018). Esse estudo procurou ter maximo cuidado
com os animais visando seu bem-estar e consequentemente protegendo os resultados obtidos,
uma vez que ambos possuem relevancia nas areas medicas.

A escolha do uso de coelhos como modelo experimental deu-se pela facilidade de
manejo, porte pequeno, docilidade e baixo custo de manutencdo. CALASANS-MAIA et al.
(2009) em sua revisdo sobre a utilizacdo de coelhos como unidade experimental, citou como
vantagens do uso desses animais: facil manuseio e observagao, permite trabalhar com grande
numero de individuos, permite padronizacdo do meio ambiente e padronizacao genética, entre
outras; além disso cita a espécie como possuindo grande quantidade de informagdo basica
disponivel, sendo assim de grande valia para o experimento realizado. Além disso o coelho ¢
um modelo experimental bastante utilizado nos estudos ortopédicos, correspondendo a
aproximadamente 35% de todos os estudos cientificos do sistema musculo esquelético
(LACRETA JUNIOR et al., 2010).

A regido determinada para a realiza¢ao dos implantes foi a calvaria, compreende-se por
calvaria a area formada pelos ossos parietal e frontal e pelo processo intraparietal do osso
occipital (SLATER, 2007). Essa regido possuiu um formato que permite a fixacao das guias de
crescimento, também possui pouco suprimento sanguineo, sendo, entdo, rotineiramente
utilizada pra estudo de defeito critico e crescimento 6sseo guiado (COLOMBRO, 2016). A
utilizagdo dessa regido baseou-se em outros estudos ja realizados com sucesso relevante,
utilizando-se de mesma metodologia de crescimento 6sseo guiado in vivo (LEVANDOWSKI-
Jr, 2014; COLOMBO 2016; KUCI, 2017 e VARGAS, 2018).

A utilizagdo da técnica de crescimento guiado impede que ocorra o crescimento de
tecidos moles na area de consolidacdo do enxerto, porem a formagao de vasos sanguineos pode
ocorrer permitindo que a células progenitoras osteogénicas entrem na area aumentada e a
utilizacao de pequenos furos permite que o sague flutue nessa area fornecendo uma matriz

extracelular provisoria para a migragdo de células de reparo (BUSENLECHNER et al., 2008).
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No presente trabalho a campanula de nylon impediu o crescimento de tecidos moles dentro da
area do biomaterial e ainda permitiu a neoformagao vascular e a formacgao de tecido mieloide,
além disso podemos perceber células osteoprogenitoras em varias amostras através das imagens
histologicas.

BUSENLECHNER et al. (2008) relatou em seu estudo que um pequeno numero de
hemisférios, que serviram de protecdo ao biomaterial, foi deslocado pela forte formagao dssea
periosteal, porém a colocagdo estavel desses hemisférios foi dada através de friccdo o que pode
levar mais facilmente a soltura. No presente trabalho foram utilizados parafusos corticais
sextavados ndo bloqueados para fixagdo, o qual proveu boa fixacdo, além de, através da
perfuragdo, permitir que o sangue fluisse para a 4area isolada fornecendo assim matriz
extracelular provisoria.

A implantacao das guias de crescimento seguiu o modelo proposto por Levandowsky Jr
(2014) optando-se pelo uso de apenas duas guias, uma vez que em estudos anteriores as guias
ultrapassaram os limites supraorbitais, devido ao tamanho das calvarias dos coelhos, permitindo
que houvesse pontos sem contato entre as guias e o leito receptor. Da mesma forma escolheu-
se a utilizacdao de guias de nylon (n6) como aparato para o crescimento guiado, uma vez que
nos estudos de Colombo (2016), Kuci (2017) e Vargas (2018) as guias ndo apresentaram
interferéncia nos resultados, vedaram de forma eficiente os sitios de crescimento 0sseo € ndo
apresentaram qualquer tipo de rejei¢do. A utilizacdo desse método provou-se, no presente
estudo, mais uma vez eficaz, ndo demostrando qualquer problema com os biomateriais ¢ nem
com os animais utilizados.

O protocolo utilizado para a obtengdao de plasma rico em plaquetas escolhido foi o
método adaptado de (VENDRAMIN et al., 2006), pois segundo seu estudo com este protocolo
foi conseguido alcangar uma concentragdo plaquetdria em média quatro vezes superior ao da
amostra de sangue do paciente. Sendo maior que a observada em outros protocolos e semelhante
as concentragdes obtidas pelos métodos atomizados. Esse protocolo se mostrou eficiente uma
vez que a contagem das plaquetas obteve um aumento de 2 a 4 vezes ao da amostra inicial de
cada animal.

Numerosos modelos animais demostraram os efeitos positivos do PRP na promocgao da
regeneragdo Ossea em defeitos de calvéaria, defeitos mandibulares, defeitos da tibia e defeitos
femorais (YIN et al., 2016). Em sua pesquisa WILSON; BARBIERI; MAZZER (2006)
indicaram que o PRP realmente estimula uma reagio favoravel em ossos longos uma vez que a
avaliacao radiologica demostrou que a falha dssea ja estava cicatrizada no grupo associado ao

PRP as 4 semanas enquanto os outros grupos demostraram essa cicatrizacdo com 8 e 12
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semanas. No entanto, ndo esta claro se o PRP deve ser usado de forma ndo ativada ou se deve
ser ativado pela adigdo de gluconato de célcio e / ou trombina, uma vez que a ativagdo
“artificial” das plaquetas resulta em uma liberacdo imediata, substancial e descoordenada de
fatores de crescimento poucas horas apds a aplicagdo, mas com tempo limitado (ATASHI et
al., 2019).

No presente estudo a HA associada ao PRP ativado demostrou-se estatisticamente mais
vantajosa quando comparada ao TCP- B associado ao PRP ativado uma vez que possui
caracteristicas de diminui¢ao da producao fibrosa ao longo do tempo, ao contrario do TCP- o
qual demostrou aumento da produgdo de tecido fibroso o que ndo ¢ vantajoso na cicatrizagao
6ssea. OLSSON et al. (2008) explica que quanto mais extensa a espessura da camada de tecido
fibroso formada, menor a tolerabilidade dos tecidos ao material, sendo assim a formacgao de
uma capsula fibrosa entre o implante e o hospedeiro deve ocorrer apenas nas fases iniciais da
sua aplicagdo.

A HA teve maior formacgao 6ssea aos 60 dias e o TCP- 3 aos 90 dias quando associados
ao PRP ndo ativado, porem a HA teve um aumento de crescimento 6sseo aos 90 dias quando
associado ao PRP ativado, quanto ao crescimento conjuntivo os piores desempenhos foram
associados ao PRP ndo ativado o que leva a acreditar que a ativagdo do PRP leva sim a uma
melhora na atuag@o dos biomateriais. A ativacdo do PRP geralmente ocorre antes da aplicagao
para que a degranulacdo das plaquetas ocorra e consequentemente para que os fatores de
crescimento sejam liberados dos granulos a das plaquetas (YIN et al., 2016). Desde que
Whitman em 1997 defendeu pela primeira vez que o PRP pode ser uma fonte de fatores de
crescimento autdlogo muitos esforcos foram dedicados para avaliar os efeitos deste na
regeneracdo ossea (YIN et al., 2016). Os fatores de crescimento sdo altamente instaveis e nao
duram muito em estado livre na corrente sanguinea, sendo entdo o PRP um veiculo adequado
para aumentar sua concentragdo nos tecidos (WILSON; BARBIERI; MAZZER, 2006).

Com relagdo a facilidade de manejo a utilizagdo do PRP em gel (ativado) acabou se
revelando mais dificultosa, no presente trabalho, uma vez que a quantidade de PRP acabava
sendo muito pequena e sua manipulagdo acabava sendo mais dificil do que a o PRP liquido (ndo
ativado). Com relacao a formagao de pasta com os biomateriais ambas as formula¢des de PRP
providenciaram o mesmo tipo de consisténcia, com boa liga e de facil manipulagao.

Através da avaliagdo histologica pode-se observar maior producdo de tecido mieloide
nos biomateriais acrescidos de PRP ativado quando comparados ao seu uso com PRP ndo
ativado, além disso todos os grupos tiveram bom crescimento de tecido vascular. Isso pode ser

explicado uma vez que o PRP possui a capacidade de estimular a proliferacdo de células
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indiferenciadas podendo formar novos vasos sanguineos. Em estudos usando o PRP na
cicatrizagdo em ulceras vasculares de diferentes causas, com comprometimento vascular e
extremamente sujeitos a infecgdes e a amputacdes pela deficiéncia de vascularizagdo periférica,
ja esta estabelecido que o fator de crescimento celular endotelial vascular (VEGF) presente no
PRP ¢ capaz de estimular a angiogénese (CAMPOS, 2018).

Observou-se também que tanto aos 60 quanto aos 90 dias ocorreu formagdo 6ssea a
partir da base do osso da calvaria em dire¢ao ao apice da guia de crescimento, demostrando um
bom potencial osteocondutor dos biomateriais, assim como encontrado nos estudos de
Levandowski (2014) e Colombo (2016).

Através da histologia podemos observar que ouve presenca de osteoblastos de forma
homogénea e moderada, também ficou claro a falta de osteoclastos o que comprovou a presenca
de apenas tecido 0sseo primario. O primeiro tecido 6sseo que aparece ¢ do tipo primario (nao
lamelar), sendo substituido gradativamente por tecido lamelar ou secundario, apresenta fibras
colagenas dispostas em vdrias dire¢des sem organizacdo definida, tem menor quantidade de
minerais € maior propor¢ao de osteocitos do que o tecido 6sseo secundario (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). A presenga de tecido dsseo secundario pode nao ter ocorrido devido ao
tempo do estudo ser somente de 90 dias.

Nesse estudo, assim como nos estudos realizados anteriormente por Levandowski Jr
(2014) e Vargas (2018) optou-se pela analise através da histomorfometria, uma vez que a
histomorfometria avalia parametros estruturais e de remodelacio oOssea (KULAK;
DEMPSTER, 2010). Sendo assim, foi realizada a andlise quantitativa através da
histomorfometria, sendo possivel identificar os resultados obtidos pela associagcdo da HA 100%
e TCP- B 100% associado ao PRP ativado e ndo ativado, permitindo a analise estatistica deste

estudo.
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7 Conclusdo

Através da metodologia empregada e dos resultados obtidos nesse estudo pode-se
observar que todas as associagdes apresentaram capacidade de promover neoformagao Ossea,
porém, os tratamentos e associacoes demostram diferentes evolugdes nos diferentes grupos.

Pode-se observar que a HA possuiu vantagem a longo prazo sobre o TCP- f uma vez
que ao longo do tempo possuiu uma menor producao fibrosa a qual ¢ mais vantajosa no uso de
implantes. Além disso demostrou-se que a associacdo dela com o PRP ativado tem um
acrescimento no crescimento do tecido 6sseo ao longo do tempo.

Dessa forma observou-se que a associagdo do PRP ativado a HA torna-se benéfica

aumentando o crescimento 6sseo e reduzindo o crescimento de tecido fibroso.
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