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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vivo o efeito da membrana
de fibrina rica em plaquetas (PRF) na consolida¢do de enxertos 6sseos
autdogenos em bloco no leito receptor. A hipdtese a ser testada é que a
interposicdo da membrana de PRF aumenta a qualidade da formagdo
oOssea na interface leito receptor e enxerto autdogeno. Essa pesquisa foi
previamente aprovada pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade de Passo Fundo. Dez coelhos Oryctolagus cuniculus, da
linhagem Nova Zelandia, foram submetidos a instalagdo bilateral no
angulo da mandibula de dois enxertos autdgenos em bloco (10 mm x 10
mm) obtidos da calota craniana. Em um dos enxertos foi interposta uma
membrana de PRF entre o enxerto e o leito receptor. Apods 14 e 28 dias
os animais foram submetidos a eutanasia e os enxertos removidos e
processados para andlise histolégica. Em ambos os periodos de
avaliagdo, foi observada no grupo com PFR uma formagdo oOssea
organizada, com continuidade de tecido mineralizado, maior densidade
de fibrilas colagenas e maior presenga de vasos sanguineos em sitios sem
formacdo 6ssea. A hipdtese do estudo foi aceita uma vez que os dados
histolégicos mostraram que no lado que recebeu PRF, a remodelagao
ossea ocorreu de maneira mais intensa. A interposicdo da membrana de
PRF pode ser um método promissor quando aplicada entre o enxerto e o
leito receptor em coelhos para acelerar a consolidacdo de enxertos
autégenos.

Palavras-chave: fibrinogénio, regeneragdo, fatores de crescimento,
citocinas, coagulacdo sanguinea.
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ABSTRACT!

The objective was to evaluate in vivo the effects of platelet rich
fibrin (PRF) in the consolidation of autogenous bone graft. The tested
hypothesis was that PRF enhances the quality of bone formation between
the graft and the host tissue. Ten rabbits were submitted to a surgical
procedure to implant bilaterally bone grafts from calvaria in the
mandible. PRF was placed in the interface in one side and the other side
was left untreated (control). After 14 and 28 days the animals were
euthanized and the tissues processed for histological evaluation (eosin
and hematoxylin and toluidine blue). In both periods of evaluation, the
use of PRF has improved the organization of the newly formed bone
with higher concentration of blood vessels and desnsity of collagens
fibrils where bone formation has not occurred. The hypothesis was
accepted once the histology showed that PRF has improved the quality
of bone formation after 14 and 28 days as compared to the control. The
use of PFR between graft and host bone can be a promising method to
improve graft consolidation.

Key words: fibrinogen, regeneration, growth factors, cytokines, blood
clotting

'Histological analysis of the effect of platelet-rich fibrin in the
consolidation of bone grafts blocks - study in rabbits
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1 INTRODUCAO

Os implantes dentdrios estdo entre as melhores opgdes para
reposicao de dentes perdidos. Para que o tratamento com implante tenha
um resultado satisfatorio, é preciso que exista, dentre outros requisitos,
volume e qualidade 6ssea adequada. A perda dssea pode ser causada por
inimeros fatores como, traumatismos dento alveolares, extragdes
dentarias traumaticas, auséncia dentaria congénita, patologias que
envolvam maxila ¢ mandibula, falta de fungdo do rebordo e carga
protética inadequada, além de infecgdes que resultam em problemas
estéticos-funcionais (TOLEDO FILHO et al., 2001; MENDES, 2000).

Em muitos casos, essa perda Ossea exige o uso de técnicas de
enxertia para restabelecer o volume dsseo perdido (MACHADO et al.
2010). Mesmo com altura suficiente, a auséncia da parede Ossea
vestibular pode gerar um mau posicionamento do implante,
comprometendo a estética, higienizacdo e funcdo (VAN DEN BERGH et
al., 1998).

Entre as opgdes de enxertos Osseos destacam-se os autoenxertos
(autégenos), homoenxertos (alégenos), xenoenxertos, materiais
sintéticos ou combina¢ao dos mesmos (BAUER & MUSCHLER, 2000).

O osso autogeno ¢ considerado o “padrdo ouro” entre as opcdes
terapéuticas para a enxertia dssea (VAN DEN BERGH et al., 1998;
GROENEVELD et al., 1999). Durante o procedimento de enxertia, o

16



osso autogeno perde muito de sua vitalidade celular, mas ainda fornece
uma estrutura que se revasculariza e permite a osseointegragio.
Dependendo do grau da perda o6ssea ¢ do tipo de enxerto, se faz
necessario um periodo de aproximadamente seis meses para o inicio da
reabilitacdo oclusal (TONG & BUCHMAN, 2000).

O desejo dos pacientes por reabilitagdes orais extensas em curtos
periodos de tempo exige da equipe profissional a busca por materiais e
técnicas que permitam a aceleracdo do processo de osseointegracio
(UEDA et al., 2007).

Algumas alternativas tém sido utilizadas para acelerar o processo
de fusdo entre o enxerto dsseo ¢ o leito receptor, como o plasma rico em
plaquetas (PRP) e as proteinas morfogenéticas do osso (BMP’s), que
liberam fatores de crescimento onde aplicados, tanto na loja Ossea
preparada para receber o implante, como no material de enxerto,
intensificando-se o processo de quimiotaxia das células responsaveis
pela reparagdo tecidual e promovendo a aceleracdo da formacdo e
maturac¢do de tecido dsseo (CARLSON & ROACH, 2002; LOUREIRO,
2010).

Existem diferentes tipos de agregados plaquetarios para o uso em
odontologia. Entre eles estdo as fibrinas ricas em plaquetas (PRF), o
fator de crescimento concentrado (CGF) e plasma rico em fatores de
crescimento (PDFG) (ANITUA et al., 2004; SOHN et al., 2009).

A PRF apresenta mais vantagens para o uso na Odontologia, pois
possui um protocolo de preparagdo pratico e acessivel, conteudo
bioldgico favoravel ao processo de reparagdo tecidual e rede de fibrina

semelhante ao codgulo natural (COSTA et al., 2012).
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A PRF ¢ uma membrana de fibrina com um altissimo potencial de
reparagdo de feridas (THORWARTH et al., 2005). Pode ser usada
sozinha ou associada a diferentes biomateriais, inclusive osso autogeno.
Alguns estudos mostram que a sua associacdo ao 0sso autdgeno resulta
no rapido amadurecimento e consolidacdo do enxerto, aumento da
densidade 6ssea, aumento da taxa de osteogénese e melhor qualidade do
novo osso (DOHAN et al., 2006¢c; WU et al., 2012).

A PRF possui fatores de crescimento que aceleram a regeneragao
O0ssea precoce, aumentando angiogénese, quimiotaxia, mitose e
proliferagdo celular (CROMACK et al., 1990; WU et al.,2012).
Portanto, a interposi¢do de uma membrana fina da PRF entre enxertos
autdogenos parece ser um método promissor para a aceleragdo da

osseointegragao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enxertos 6sse0s

Os enxertos 0sseos sdo empregados em situagdes onde se faz
necessario a corre¢do de alteragdes Osseas, sejam eclas de natureza
traumatica, congénita ou patoldgica. A fungdo dos enxertos Osscos ¢é
auxiliar o processo de reparo dsseo ¢ consequentemente, o retorno dos
tecidos envolvidos a sua condicdo de normalidade, para posterior
reabilitagdo protética (ELLIS III, 1996).

Entre as opgdes para enxertia Ossea existem os enxertos
autogenos e aldégenos. Os enxertos alogenos em longo prazo possuem
resultados semelhantes aos autdgenos, mas, por serem removidos de
outro ser vivo apresentam riscos de transmissdo de doengas (WEILAND
etal., 1983; DEL VALLE et al., 2006).

O enxerto dsseo autdgeno ¢ considerado o padrdo ouro entre as
técnicas para a enxertia 6ssea. Ele atua por mecanismos de osteogénese,
osteocondugdo e osteoindugdo (MISCH, 1999; GRAGEDA, 2004;
KLONGNOI et al., 2006; MACEDO et al,. 2007; INTINI et al., 2008).

Como vantagens os enxertos autdégenos apresentam um periodo
de reparo mais curto do que o alégeno, excelente incorporacdo ao leito
receptor, custo menor comparado aos outros substitutos Osseos,

reconstroem tridimensionalmente a anatomia perdida e ndo oferecem

19



riscos de rejeicdo imunoldgica ou possibilidade de transmissdo de
doengas (MISCH, 2008).

Como desvantagens apresentam um maior tempo operatorio,
maior perda sanguinea, ferida operatoria adicional e consequentemente
aumento da morbidade do sitio doador (MISCH, 1999).

Os enxertos autdgenos podem ser usados de forma particulada ou
em bloco. Os enxertos particulados normalmente sdo utilizados em
defeitos pequenos, ja os enxertos em bloco sdo utilizados em defeitos
onde a reposi¢cdo Ossea necessaria ¢ maior (BEZERRA & LENHARO,
2002).

Os enxertos autdgenos em bloco podem ser usados de trés
maneiras diferentes para a reconstrugdo de rebordos atroficos: enxerto
tipo onlay, onde grandes blocos de osso sdo colocados sobre o a crista
do rebordo alveolar; enxerto tipo veneer, onde o enxerto é colocado na
face vestibular ou lingual, envolvendo ou ndo a crista do rebordo
alveolar, e enxerto tipo inlay, onde o osso é colocado dentro dos
defeitos 0sseos (BREINE & BRANEMARK, 1980).

Os enxertos em bloco podem ser classificados em cortical,
cortico-esponjoso e esponjoso, variando pela propor¢do de osso cortical
ou medular da area doadora (TOPAZIAN, 1975). A escolha de um
determinado tipo de enxerto em bloco depende da necessidade de
aumento horizontal e/ou vertical, grau de atrofia, tipo de protese e
preferéncia do clinico e do paciente (MISCH, 2011).

Existem trés diferencas histoldgicas entre os enxertos corticais e
medulares: 1) os enxertos corticais revascularizam mais lentamente e nio
por inteiro; ii) a substitui¢do dos elementos 0sseos, células e matriz nos

enxertos medulares ocorrem inicialmente com uma fase de aposi¢@o
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Ossea, seguida por reabsor¢do enquanto no enxerto cortical ocorre o
contrario; iii) os enxertos corticais formam um misto de 0sso novo e 0sso
necrético ndo reparando completamente enquanto no medular ocorre
reparacdo total (BURCHARDT, 1983).

As areas doadoras extrabucais de enxertos autdgenos em bloco
sdo a crista iliaca, costela, calvaria, tibia e as intrabucais sdo as regides
de corpo, mento, ramo e corondide mandibular, apesar da menor
quantidade 6ssea (BOYNE, 1997).

Enxertos em bloco da calota craniana apresentam menor
reabsor¢do ¢ perda de volume do bloco, semelhante aos enxertos de
iliaco ou costela, principalmente quando realizados na mandibula. O
o0sso da calvaria ¢ preferido também para o procedimento no tergo médio
da face, area nasal e 6rbitas (MARX, 2007).

A taxa de cicatrizagdo e a quantidade de formagdo de osso final
em enxertos autégenos em bloco variam conforme o local doador e
dependem de outros fatores, entre eles, a quantidade de células
medulares transplantadas com o enxerto 6sseo, a vascularizagao do leito
receptor e a obtencdo da estabilidade do enxerto (MARX, 2007).

Normalmente a instalagdo dos implantes é feita em um tempo
cirargico posterior em casos de enxertia em bloco para que ocorra a
consolidag@o do enxerto ao leito receptor, em média de seis a oito meses
(MISCH & MISCH, 1998) e para o inicio da reabilitagdo protética um
periodo de espera de quatro meses ¢ necessario, devido a necessidade de
osseointegracdo dos implantes (MISCH, 2011).

Durante a espera pela consolidagdo do enxerto em bloco, ¢
necessario que a area enxertada fique livre de tensdes e fixada

rigidamente, caso contrario podera ocorrer a deiscéncia do tecido mole e
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exposicdo do enxerto, levando ao insucesso da enxertia (MISCH &
MISCH, 1998).

Pacientes que usam préteses mucosuportadas devem fazer uso de
dieta pastosa por um periodo de dois meses apds a enxertia, para que a
estabilidade dos implantes ndo dependa somente dos parafusos de
fixagdo (MISCH, 2011).

Esse periodo de espera do inicio do tratamento até a reabilitagdo
protética, o desconforto e colaboracdo necessarios por parte do paciente
faz com que alguns pacientes desistam do tratamento. Entdo a aceleracdo
do processo de consolidagdo do enxerto parece ser um fator importante

de estudo.

2.2 Reparo 06sseo

Os materiais para enxerto 6sseo interagem com o leito receptor
para que ocorra a reparagdo Ossea por osteocondugdo, osteogénese e
osteoindugcdo (DELACURE, 1994).

A osteogénese ¢ a estimulagdo da formagao Ossea diretamente a
partir de osteoblastos. A osteoinducdo ¢ a capacidade de induzir a
diferencia¢do de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos
ou condroblastos, aumentando a formagdo dssea no local ou mesmo
estimulando a formag@o de ossos em um sitio heterotopico (URIST,
1965). A osteocondugdo ¢ a aposicdo de um novo tecido 6sseo na sua
superficie, o que requer a presenca de tecido dsseo pré-existente como
fonte de células osteoprogenitoras, caracteristica de materiais

inorganicos (MASTERS, 1988).
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Enxertos 6sseos em bloco formam novo 0sso, por osteoindugao ¢
osteocondugdo, a partir das margens Osseas adjacentes ¢ em menor
quantidade por osteogénese direta de células sobreviventes
osteocompetentes. E por isso que os enxertos de blocos maiores formam
menos 0sso ¢ apresentam uma redugdo de seu volume quando usados
como enxertos onlay (MARX, 2007).

O osso ¢ formado por osteogénese quanto ocorre a sobrevivéncia
de osteoblastos do enxerto e as células-tronco da medula endosteal
(menor nos enxertos de bloco), por osteoindugdo através da liberagdo de
BMP’s e fator de crescimento semelhante a insulina 1 ¢ 2 (IGF-1¢-2) ¢
osteocondugdo por meio da estrutura do enxerto (MARX, 2007).

Lesdes Osseas por trauma ou procedimento cirtirgico intencional,
via de regra, sofrem reparo por regeneragdo, ou seja, ocorre o
restabelecimento integral da forma e fungdo original. Em situagdes que
ocorre cicatrizagdo o local da lesdo e reparado de forma parcial ndo
retornando as suas caracteristicas originais (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

O processo de reparo dsseo em geral ¢ influenciado pela
severidade do trauma na fratura ou local de implantagdo, grau de fixagao
durante o reparo, local de fratura ou implante, tipo de osso (cortical ou
trabecular) e idade. O reparo ¢ um processo complexo com eventos
celulares e extracelulares, sendo que o reparo bem sucedido é aquele
com reconstitui¢do da continuidade tecidual (OPREA et al., 2003).

Nas regides onde ocorre a lesdo 6ssea, primeiramente observa-se
hemorragia, pela lesdo de vasos sanguineos, destrui¢ao de matriz, morte
de células oOsseas e formag¢do do coagulo emtorno do enxerto

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Obtém-se entdo um ambiente
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acidotico (pH entre 4 a 6) ¢ hipoxido (PO, = 5 a 10 mmHg), contendo
varios elementos figurados do sangue como as plaquetas, leucdcitos ¢ as
células vermelhas. (MARX, 1999).

Essa primeira fase de formagdo e organizacdo do coagulo é
coordenada pelas plaquetas, que controlam a hemostasia e liberacdo de
mediadores quimicos que coordenam as atividades celulares neste
periodo (BURCHARDT, 1983 ¢ GORDH & ALBERIUS, 1999).
(MARX, 1999).

Apds a formagdo do coagulo o tecido dsseo inicia um processo de
consolidagdo 6ssea, que ¢ um processo complexo e pode ser dividido em
trés estagios principais: fase inflamatoria, reparo e remodelagdo
(SOUSA, 2003; DYCE et al.,, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004). O tempo de cada fase depende da idade do individuo, do estado
de satde geral e nutricional, do tipo de osso envolvido, da intensidade do
trauma, irrigacdo local, presenca ou ndo de forcas mecanicas,
imobilizagdo e auséncia de infec¢do (TEN CATE, 1985).

A fase inflamatdria é caracterizada pelo inicio de um processo
inflamatorio agudo na d4rea lesada com grande mobilizacdo de
macrofagos e neutrofilos, provocados pela liberagdo de substancias
quimiotaticas (histamina e serotonina). A fagocitose na regido tem como
objetivo o inicio da remogdo do coagulo das regides necrosadas ¢ dos
ostedcitos mortos (CATANZARO & GUIMARAES, 1982).

Nos primeiros dois dias o exsudato do hematoma esta repleto de
fatores de crescimento e mediadores inflatamatorios liberados pelas
plaquetas, e também de células locais como mastdcitos, macrofagos,

neutrofilos e linfocitos (SOUSA, 2003; DYCE et al., 2004).
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Os fibroblastos que produzem coldgeno estdo presentes em
grande niimero na fase reparadora e sdo responsaveis pela formagdo do
calo fibroso. Surge uma nova rede capilar, através das células
mesenquimais indiferenciadas e das células endoteliais remanescentes
dos wvasos rompidos, isso, concomitantemente com a acdo dos
macréfagos que estdo reabsorvendo o coagulo e tecido 6sseo necrosado.
Fibroblastos ¢ osteoblastos vao formar rapidamente um novo tecido
0sseo no local, através da ossificagdo intramembranosa ou
endoconjuntiva, que vai resultar em um osso imaturo (CATANZARO ¢
GUIMARAES, 1982).

Os osteoblastos depositam uma matriz intercelular de colageno e
polissacarideos que se torna impregnada de sais de calcio, formando o
0sso primario. Apos ocorre a transformagdo do 0sso primario em 0sso
amadurecido com estrutura lamelar tipica, denominado calo 0Osseo
(CROCI et al., 2003; BETTI, 2004).

Na fase remodeladora processos de neoformacdo e reabsorgido
Ossea, através de atividades osteoblasticas e osteoclasticas
respectivamente, removem os excessos de material do calo dsseo,
restabelecendo as cavidades oOsseas que existiam, reconstruindo o
sistemas de Havers e o trabeculado de osso esponjoso na mesma
disposigdo anterior a lesio (CATANZARO e GUIMARAES, 1982).

A ativagdo e o aumento de células mesenquimais em osteoblastos
definem a extensdo e a atividade de reparo dsseo juntamente com
quimiotaxia e ativacdo de macrofagos. Os osteoblastos secretam o fator
de crescimento transformante B (TGFb-1) e o IGF, e os macréfagos sao
atraidos pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e pelo

gradiente de oxigenacdo entre o espago morto e o tecido adjacente. As
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células mesenquimais entdo secretam o TGF-1 e o IGF para continuar a
auto-estimulagdo da formagdo oOssea. O processo de reabsorcdo e
aposic¢do ossea leva a formagdo de um osso maduro, envolvendo o IGF ¢
a BMP (MARX, 1999).

Para que ocorra a osteogénese ¢ necessario o fendomeno de
angiogénese durante o processo de regeneracao. As células dos capilares
possuem relagdo direta na formacdo Ossea, devido a sua proximidade
com os osteoblastos e células osteoprogenitoras nos sitios de nova
formagao 6ssea (PELISSIER et al., 2004).

A incorporagdo e o remodelamento 0sseo estdo intrinsecamente
relacionados ao processo de revascularizagdo ¢ a manutengdo de seu
volume depende da rapidez deste processo (GORDH et al., 1997). A
revasculariza¢do depende da angiogénese proveniente do leito receptor,
desencadeada pela agdo de fatores de crescimento que resulta em
crescimento de capilares e remodelagdo dssea.

A perfuracdo do leito 6sseo favorece a incorporagdao do enxerto
devido ao estimulo da angiogénsese (ALBERIUS et al., 1996;
CARVALHO et al., 2000). O preparo cirurgico do leito receptor ¢
realizado com objetivo de aproximar a medula 6ssea da area receptora
(fonte de wvasos sangiiineos e células osteogénicas) e do enxerto

(HARDESTY e MARSH, 1990).

2.3 Acdo dos fatores de crescimento sobre 0s enxertos 6sseos

O reparo 6sseo em areas de enxerto 0sseo ocorre dentro de um

ambiente bioquimico complexo, no qual o tecido enxertado deve
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progredir de um tecido transplantado para um tecido auto-sustentado
(MARX, 1999).

Tanto em enxertos autdégenos quanto na cicatrizagdo de fraturas
ha um influxo inicial de elementos hematopoiéticos vindos do tecido
osseo saudavel adjacente (MUNDY, 1996). Portanto, provavelmente, as
plaquetas e seus derivados (fatores de crescimento e citocinas) estdo
presentes nos estdgios iniciais da cicatrizagdio do enxerto
(LANDESBERG et al., 2000).

Os fatores de crescimento liberados pelos alfa granulos
plaquetarios atuardo com forte influéncia na 1* semana pds instalagdo do
enxerto (MARX, 1999; GARG, 1999).

Apos trés dias o PDGF estimula a mitogénese das células do
canal medular transferidas junto com o enxerto e inicia a angiogénese do
complexo capilar no interior do enxerto pela indugdo de mitose das
células endoteliais. O TGF-b, estimula a mitogénese de pré-osteoblastos
e osteoblastos para aumentar o numero destas células, bem como
promover a diferencia¢do das mesmas em osteoblastos maduros e
funcionais. No intuito de sustentar a invaginagdo capilar, o TGF-ab
influencia os osteoblastos e os fibroblastos a depositarem matriz 6ssea e
colageno. O IGF, por sua vez, atua nos osteoblastos enddsteos, que
limitam as trabéculas do osso esponjoso enxertado (MARX, 1999;
GARG, 1999).

Do 5° ao 7° dia, através do mecanismo de quimiotaxia, o PDGF
atrai os macrofagos para a area enxertada e os processos regenerativos a
partir de entdo serdo estimulados pelos fatores de crescimento derivados

dos macrofagos (FCDM) (MARX, 1999; GARG, 1999).
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2.4 Concentrados plaquetérios

A PRF ¢ a segunda geragdo de plaquetas concentradas e consiste
em uma membrana de fibrina com um altissimo potencial de reparacao
de feridas. A primeira geracdo de fatores de crescimento autoélogo ¢ o
PRP, utilizado clinicamente para estimular regeneracdo dssea
(THORWARTH et al., 2005).

O PRP apresenta efeitos limitados para a regeneracdo Ossea,
devido a rapida liberacdo dos fatores de crescimento no local da
regeneracdo e por sua rede de fibrina ndo favorecer o enredamento de
citocinas e migragao celular (DOHAN et al., 2006a).

Outras opgodes de concentrados plaquetarios sao o CGF e PDFG,
que também sdo utilizados para a reconstrucao de defeitos 6sseos. Assim
como a PRF essas técnicas sdo simples e ndo requerem tromboplastina
bovina para ativa¢do (ANITUA et al., 2004; SOHN et al., 2009).

A diferenca entre a PRF, CGF e PDFG se da na velocidade de
centrifugacdo e na quantidade de sangue necessario para a obtencao dos
concentrados plaquetarios (ANITUA et al., 2004; SOHN et al., 2009).

Os concentrados de plaquetas surgiram como alternativa as colas
de fibrina na cirurgia bucomaxilofacial, visando melhorar o processo de
cicatrizagdo (WHITMAN et al., 1997). Através das plaquetas, fatores
importantes no processo de reparagdo como PDGF-AB, TGFb-1, fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) sdo liberados e estimulam a
proliferagdo celular, a angiogénese e a remodelagio (MARX et al.,

1999).
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2.5 Fibrina Rica em plaquetas

A técnica de obtencdo da PRF foi desenvolvida por Joseph
Choukroun, na Franca, para uso especifico em cirurgia oral e
maxilofacial (CHOUKROUN et al., 2000).

A PREF ¢ obtida a partir de sangue autélogo, sem adi¢ao de fatores
externos, diferente do que acontece no processamento do PRP que exige
o uso de anticoagulantes (SUNITHA & MUNIRATHNAM, 2008;
PRAKASH & THAKUR, 2011).

A PRF ¢ considerada um biomaterial de fibrina. Sua estrutura
molecular com baixa concentra¢do de trombina é uma matriz ideal para a
migracdo de células endoteliais e fibroblastos. Ela permite uma rapida
angiogénese ¢ facilitagdo na remodelagdo da fibrina em um tecido
conectivo mais resistente, além de uma matriz contendo todos os
elementos moleculares e celulares que permitem a cura ideal. Essa
matriz transporta todos os componentes favoraveis presentes numa
amostra de sangue e por isso que este biomaterial pode ser considerado
um concentrado fisiologico (DOHAN et al., 2006b).

A obtengdo da PRF deve ser autdloga, ndo podendo ser
transferida entre pacientes, devido a possibilidade de rejeicdo e
contaminagdo pela presenca de células imunes que apresentam elevada
concentragdo de moléculas circulantes (VRENDRAMIN et al., 2006;
CHOUKROUN et al., 2006b).

A diferenga dos componentes sanguineos entre seres humanos,

ndo parece influenciar na composicio da PRF em termos de
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mineralizagdo, proliferacdo, e nos efeitos de migragdo celular, o que
indica que as membranas de PRF provocam efeitos biologicos
semelhantes (LI et al., 2013).

O uso da PRF ¢ inviavel em cirurgias de grande porte devido a
necessidade de grandes volumes de sangue para obtengdo de membranas
maiores. Entretanto a PRF pode ser utilizado em cirurgias odontologicas
por essa se tratarem de cirurgias de tamanho reduzido. (ANITUA et al.,
2006).

Uma vez que ndo sdo utilizados anticoagulantes para a obtengao
da PRF, ocorre rapidamente a ativacdo da maioria das plaquetas da
amostra de sangue assim que elas entram em contato com as paredes do
tubo de vidro, fazendo com que ocorra a liberacdo das cascatas de
coagulagdo (DOHAN et al. 2006a).

O substrato final de todas as reacdes de coagulacdo ¢é o
fibrinogénio que ¢ uma proteina soluvel. O fibrinogénio ¢ transformado
em uma fibrina insoliivel pela trombina, enquanto o gel de fibrina
polimerizado constitui a primeira matriz cicatricial da area lesionada
(CLARCK, 2001; PRAKASH e THAKUR 2011; VAN HINSBERGH et
al. 2001).

Durante a obtengdo da PRF o fibrinogénio ¢ inicialmente
concentrado na parte alta do tubo, antes da trombina circulante
transforma-lo em fibrina. Um codgulo de fibrina ¢ entdo obtido no meio
do tubo, entre os globulos vermelhos localizados na parte inferior e o
plasma acelular ou plasma pobre em plaquetas (PPP) na parte superior.
As plaquetas sdo teoricamente presas nas malhas de fibrina (DOHAN et

al., 2006a).
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As plaquetas acumulam-se parte inferior do coagulo de fibrina,
principalmente na jung@o entre os globulos vermelhos e o coagulo de
PRF em si. Esta regido se encontra na extremidade vermelha da PRF e ¢
a parte mais eficaz do coagulo de fibrina para o uso clinico (DOHAN et
al., 2006b).

O fibrinogénio ¢ altamente presente tanto no plasma quanto nos
granulos-a. das plaquetas e desempenha um papel determinante na
agregacao plaquetaria durante a hemostasia. Ele se transforma em uma
espécie de cola bioldgica capaz de consolidar o aglomerado plaquetario
inicial, formando uma barreira protetora ao longo de violagdes
vasculares durante a fase da coagulagdo (CLARCK, 2001; VAN
HINSBERGH et al., 2001).

O protocolo de obtencdo da PRF depende inteiramente da
velocidade de obtengdo do sangue e de transferéncia para a centrifuga,
pois, devido a auséncia de anticoagulante, as amostras comegam a
coagular imediatamente apds o contato com o tubo de vidro. Este
manuseio deve ser rapido para que se consiga um coagulo de PRF
clinicamente utilizdvel. Se o tempo para o inicio da centrifugacdo for
longo a fibrina ird polimerizar de um modo difuso no tubo e apenas um
pequeno coagulo de sangue sem consisténcia sera obtida (DOHAN et al.,
2006a).

A PRF tem a caracteristica de polimerizar naturalmente e
lentamente durante a centrifugag@o devido as concentragdes de trombina
serem aproximadamente fisiologicas, ja que descarta a adi¢do de
trombina bovina. Este aspecto ¢ crucial para determinar a organizacao
tridimensional da rede de fibrina, que devido a isso, ¢ semelhante ao

coagulo de fibrina natural (DOHAN et al., 2006 a).
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Pequenas concentragdes de trombina implicam uma porcentagem
muito significativa de jungdes equilateras. Essas jun¢des ligadas
permitem o estabelecimento de uma rede de fibrina fina e flexivel capaz
de suportar o enredamento de citocinas ¢ migra¢do celular. Na maioria
dos outros concentrados de plaquetas obtém-se devido a alta
concentragdo de trombina, juncdes bilaterais que permitem o
espessamento dos polimeros de fibrina. Isso leva a constitui¢do de uma
rede rigida, ndo favoravel ao enredamento das citocinas e migragdo
celular (DOHAN et al., 2006 ab).

Um modo de polimerizagdo progressiva significa incorporagdo
aumentada de citocinas circulantes nas malhas de fibrina (citocinas
intrinsecas). Isso acarreta em um tempo de vida maior para estas
citocinas, que serdo liberadas e utilizadas apenas no tempo de
remodelagdo da matriz inicial cicatricial (efeito em longo prazo). As
citocinas sdo assim mantidas disponiveis in situ durante um periodo
conveniente, quando as células comegam a remodelagdo da matriz, ou
seja, quando eles tém que ser estimuladas para lancar a reconstru¢do do

local lesionado (DOHAN et al., 2006b).

2.5.1 Fatores de crescimento e citocinas da PRF

Os fatores de crescimento sao mediadores bioldgicos naturais que
exercem varios efeitos sobre os processos de reparo e regeneracdo. Estas
moléculas naturais sdo iniciadoras universais de quase todos os
processos cicatriciais (MARX, 1999).

O organismo humano utiliza os fatores de crescimento para

promover o rapido aumento do numero de células mesenquimais
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indiferenciadas no sitio cicatricial durante o tempo de reparo ¢

cicatrizagdo (MARX et al., 1999).

Os trés principais fatores de crescimento das plaquetas, atuantes

na regeneracao sao:

)

PDGF - s3o essenciais para a migragdo, sobrevivéncia,
proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas e a
angiogénese por inducdo de mitose de células endoteliais
(LUCARELLI etal., 2003; MARX, 1999).

TGFb - induz a sintese de colagénio I e fibronectina, através
dos osteoblastos ou fibroblastos. Embora os seus mecanismos
de regulacdo sejam particularmente complexos, TGFb-1 pode
ser considerado como um regulador da inflamagao através da
sua capacidade de induzir a cicatrizagdo fibrosa

(CHOUKROUN et al., 2006b)

iii) IGF - atua nos osteoblastos endosteais que revestem o

trabeculado do osso esponjoso. O IGF I e II sdo reguladores
positivos da proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos
celulares, que infelizmente incluem as células tumorais

(WINKLER etal., 2000).

A PRF impede que os fatores de crescimento sofram proteolise e

assim permite que eles mantenham suas atividades por um periodo maior

estimulando a regeneracdo 6ssea de forma mais eficaz (LUNDQUIST et

al., 2008).

Apbs a ativagdo das plaquetas durante a obtengdo do PRF, a sua

degranulacdo leva a liberacdo de varias citocinas e fatores de

crescimento. O PDFG- AB, VEGF e TGF-bl sao os fatores de

crescimento liberados em maior quantidade e sdo responsaveis por
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ajudar na cicatrizagdo dos tecidos moles e duros através do estimulo da
producdo de colageno e por aumentar a resisténcia da ferida e iniciar a
formacdo do calo 6sseo. Outros fatores resultantes do processo sdo o
IGF, interleucina (IL1-B e IL-4) e fator de necrose tumoral a (TNF-a)
(DOHAN et al., 2006b; EHRENFEST et al., 2009a; CROMACK et al.,
1990).

Esses fatores de crescimento aceleram a regeneracdo Ossea
precoce, aumentando angiogénese, quimiotaxia, mitose e proliferacao
celular (CROMACK et al., 1990; WU et al., 2012).

Efeitos como aumento na fixagdo de osteoblastos e regulagdo na
producdo de proteinas colagenosas sdo caracteristicas da PRF,
apresentando assim um alto potencial de regeneragdo 6ssea (WU et al.,
2012).

Podemos considerar que as citocinas das plaquetas ficam presas
nas malhas de fibrina da PRF e provavelmente nos polimeros da fibrina
(MOSESSON et al., 2001). Na verdade, a maioria das referidas
citocinas nao sdo encontrados nem no sobrenadante, nem no exsudado.
Elas permanecem presas na matriz de fibrina da PRF, mesmo depois da
exsudacdo de soro, o qual implica, necessariamente, uma incorporacao
intima destas moléculas com a arquitetura molecular do polimero de
fibrina (DOHAN et al., 2006b).

A membrana de PRF sustenta uma liberagdo lenta e significativa
de fatores de crescimento importantes (TGFb-1, PDGF-AB, VEGF)
durante uma semana, logo, a membrana estimula o local durante um
tempo significativo enquanto ocorre a cicatrizacdo (EHRENFEST et al.,

2009a).
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Alguns autores sugerem que exista uma intima relagdo entre
formacdo Ossea ¢ a angiogénese, observada pela relagdo entre
vascularizagdo, diferenciagdo dos osteoblastos e mineralizagdo Ossea
durante a osteogénese intramembranosa (PELISSIER et al., 2004).

A angiogénese ¢ induzida pelo VEGF, que faz com que ocorra a
formagdo de novos vasos, e através desse se obtenha nutrientes e células
para o desenvolvimento 6sseo (DYCE et al., 2004; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Para que ocorra a angiogénese € necessario que exista uma matriz
extracelular para permitir a migragdo, divisdo e mudangas fenotipicas de
células endoteliais. A matriz de fibrina estimula diretamente a
angiogénese (DVORAK et al., 1987).

A propriedade de angiogénese da matriz de fibrina ¢ explicada
pela estrutura tridimensional do gel de fibrina e pela agdo simultdnea de
citocinas presas nas malhas (VAN HINSBERGH, 2001). Portanto,
indugdo de angiogénese direta da fibrina pode ser explicada pela ligacdo
de fibrina de inimeros fatores de crescimento diferentes, como o VEGF
e PDFG (FENG et al., 1999; SAHNI, 1998).

A fibrina ¢ uma matriz de suporte reconhecida para BMP’s e isso
confere a matriz propriedades angiotropicas, hemostaticas e dsseo
condutoras (KAWAMURA & URIST 1988). BMP’s enredados na
matriz de fibrina sdo progressivamente langadas e quando transplantadas
por via intramuscular sdo capazes de induzir a formagdo ossea. Esta
liberagdo progressiva de citocinas ¢ uma caracteristica comum de
fibrinas naturais in vivo e nos coagulos da PRF (CHOUKROUN et al.
2006 b).

35



A quantidade das cinco citocinas de leucocitos mais importante
no processo de inflamacdo (IL-1, IL-6, TNF-a) e cicatrizagdo (IL-4,
VEGF) foram testadas em amostras obtidas entre o sobrenadante (PPP) ¢
o exsudato do coagulo de PRF, e entre os exsudatos do coagulo do PRF
e as médias plasmaticas e as taxas sorologicas médias estabelecidas pelo
laboratorio. Essas cinco citocinas testadas seriam progressivamente
presas nas redes de fibrina durante a polimerizagdo e liberadas
lentamente, favorecendo o processo de cura (DOHAN et al., 2006¢).

A IL-4 inibe as vias de sinalizac¢do inflamatérias e neutraliza sua
amplificagdo ¢ a VEGF apoia ¢ coordena o desenvolvimento de
estruturas cicatriciais iniciais, como tubos vasculares (DOHAN et al.,
2006c¢).

Testes para avaliar o efeito da PRF sobre um meio de cultura com
osteoblastos humanos em diferentes tempos (3, 7, 14, 21 e 28 dias),
concluiram que a PRF induz uma estimulagao significativa e continua de
proliferacao e diferenciagdo dos osteoblastos. Além disso, observaram
um inicio de processo de mineralizagdo da membrana de PRF apods 14
dias. Os leucocitos da PRF parecem proliferar e interagir com
osteoblastos, funcionando como uma “dama de companhia”, o que
explicaria o duplo efeito de proliferagcdo/diferenciacdo observado em
osteoblastos (EHRENFEST et al., 2009b).

Em outra pesquisa foi testado o efeito da PRF sobre um meio de
cultura com células mesenquimais indiferenciadas humanas (BMSC) e
observado que ela gera a proliferacdo e diferenciagdo de BMSC durante
todo o periodo experimental (3, 7, 14, 21 e 28 dias). Este efeito era
dependente da dose (I ou 2 membranas). A andlise por microscopia

eletronica de varredura da cultura no dia 14 permitiu mostrar o nédulos
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de mineralizagdo, que eram mais numerosos ¢ mais estruturados nos
grupos com PRF em comparagdo com os grupos controle. A associacdo
de BMSC oral ¢ PRF pode oferecer muitas aplicagdes clinicas e
biotecnoldgicas (EHRENFEST et al., 2010a).

Um estudo comparou o efeito do PRF e do PRP na proliferagao ¢
na diferenciacdo dos osteoblastos de camundongos in vitro. Foram
obtidas amostras de sangue humanas de 14 voluntarios ¢ preparados os
concentrados plaquetarios dentro de seus padrdes especificos. Os
esxudatos foram obtidos nos tempos de 1, 7, 14, 21 ¢ 28 dias. O estudo
conclui que as células tratadas com exsudatos de PRF coletados no dia
14 atingiram significativamente o pico da mineralizacdo, mais do que os
outros dois grupos controle negativo e controle positivo. Através deste
estudo pode-se concluir que o PRF ¢ superior ao PRP, a partir das
expressdes de ALP e indugdo do processo de mineralizagdo. PRF libera
fator de crescimento autégeno de forma gradual e expressa efeito maior
e mais duravel na proliferacdo e na diferenciacdo de osteoblastos de
ratos (HE et al., 2009).

A PRF teve efeito positivo sobre a formagdo dssea, quando
utilizada sozinha ou combinada com osso autdgeno, mas nao com 0ssO
bovino desproteinizado. Este estudo foi realizado na calvéaria de 20
coelhos, 10 coelhos foram tratados com PRF e os outros 10 ndo
receberam a PRF, no preenchimento de defeitos criticos (10 mm x 10
mm) criados nas calotas cranianas. Os animais foram sacrificados apos 8
semanas (PRIPATNANONT et al., 2013).

Imunomarcagdes da intensidade para VEGF, no preenchimento
de defeitos de 7 mm na calota craniana de 10 coelhos, foi maior no

grupo experimental (PRF + osso xendgeno) em comparagio a o grupo
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controle (osso xendgeno), mas ndo houve diferencas significativas entre
o grupos nas analises histomorfométricas para avaliagdo da formagao
ossea (YOON et al., 2014).

O efeito da formagdo o6ssea das PRF, osso bovino inorganico
(ABB) e fosfato de calcio bifasico (BCP) foi testada na calvaria de vinte
e quatro coelhos machos associadas com barreiras de titanio. Os coelhos
foram divididos em quatro grupos (um grupo € o controle e trés grupos
experimentais). Os animais foram sacrificados apoés 1 més e 3 meses,
para avaliagd@o histologica da diferenga nova area de osso formada entre
os grupos. Diferencas estatisticamente significativa foram encontradas
entre os grupos PRF, BCP ¢ a ABB apo6s um més em relagdo ao grupo
controle. PRF ¢ ABB também tiveram efeitos superiores na formagao
ossea comparados a grupo controle ¢ BCP ap6s 3 meses. Sendo assim, a
PRF quando usada em conjunto com barreiras de titdnio, parece
aumentar a qualidade do osso recém-formado e melhorar a taxa de
formacdo de osso, devido a concentragdo de fatores de crescimento
(OZDEMIR et al., 2012).

O uso de PRP, PRF e CGF facilita a formagdo Ossea na fase
inicial de cicatriza¢do do enxerto 0sseo. Isso foi demonstrado em um
estudo com 12 coelhos onde os autores compararam os efeitos desses
fatores de crescimento em defeitos na calota craniana dos animais. Entre
os concetrados plaquetarios ndo houve diferenca estatistica em relacdo a
osteogénese, apenas entre grupos experimentais e grupo controle. Os
resultados foram obtidos apds 12 semanas (KIM et al,. 2014).

Vinte coelhos que receberam dois defeitos 6sseos de 7 mm de
diametro, onde foram instalados implantes de 3,0 mm de didmetro por

10 mm de comprimento. A ancoragem foi obtida no apice dos implantes
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deixando um espago a ser preenchido na regido cervical. Um dos espagos
era preenchido com PRF, que fazia parte do grupo experimental; no
grupo controle, o espago era preenchido apenas por sangue. Os animais
foram sacrificados ¢ foram realizados testes de torque de remogio e
analises histomorfométricas. Os resultados mostraram diferencas
estatisticamente significantes, favorecendo o grupo experimental em
comparagdo ao controle, para torque de remoc¢do, neoformagao Ossea e
area de contato entre osso e implante (JANG et al., 2010).

Um estudo em coelhos avaliou a PRF para preenchimento de
defeitos peri-implantares (3 mm x 5 mm). No grupo experimental os
defeitos foram preenchidos com PRF e o grupo controle apenas com
coagulo. Os animais sofreram ecutanasia apos 8 semanas. Os autores
definiram que em coelhos, defeitos peri-implantares repararam com
sucesso através do uso de PRF, apresentando resultados estatisticamente
significantes (LEE et al., 2012).

Uma pesquisa comparou a associacdo da matriz de tricalcio
fosfato (TCP, grupo 1- controle), com o PRF ( TCP + PRF - grupo 2) e
também a associagdo desta com thBMP-2 (proteinas morfogenéticas do
osso recombinante 2 ) (TCP + rhBMP-2 - grupo 3) em levantamento de
seio maxilar de coelhos. Os animais foram sacrificados em trés dias,
uma, duas, quatro, seis ¢ oito semanas para analise histomorfométrica.
Os resultados mostraram que houve uma maior e mais rapida formagao
6ssea no grupo em que houve associagcdo de PRF com TCP e nio foram
observadas diferencas significativas nas caracteristicas inflamatorias
entre os grupos aos trés dias e na primeira semana de avaliacdo (KIM et

al. 2012).
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Foi realizado levantamento de seios maxilares em 9 pacientes, no
grupo experimental 6 seios maxilares foram preenchidos com PRF +
FDBA (enxerto 6sseo liofilizado mineralizado alégeno) ¢ no grupo
controle 3 seios maxilares foram preenchidos sem PRF. Foi observado
que esta matriz de fibrina guia os processos de cicatrizagdo, e em 4
meses o grupo PRF possui histomorfometricamente resultados iguais ao
grupo controle em 8 meses. O niimero de ostedcitos tanto nas amostras
do grupo controle e teste foi idéntico. Portanto, PRF ndo parece
aumentar a proliferagdo celular em longo prazo, mas pode desempenhar
um importante papel na revascularizacdo do enxerto, apoiando
angiogénese (CHOUKROUN et al., 2006¢).

Onze levantamentos de seios maxilares foram realizados em 10
pacientes. No grupo experimental foi feita a associacdo entre PRF e
Bio-OSS através de uma mistura e no grupo controle o seio maxilar foi
preenchido apenas com o Bio-OSS. Exames clinicos e radiograficos
foram realizados no pré- e pos-operatorio. Os resultados foram obtidos
ap6s 6 meses dos procedimentos iniciais € demonstraram caracteristicas
morfoldgicas semelhantes, tanto para a PRF e grupos de controle. Nao
houveram diferencas estatisticamente significativas entre os dois
grupos. Os autores concluiram que ndo existe vantagem nem
desvantagem da aplicagdo da PRF em combina¢do com osso bovino
mineral desproteinizado no aumento de seios apdés um periodo de
acompanhamento de 6 meses (ZHANG et al., 2011).

A elevagdo do seio simultanea a instalacdo de implantes
utilizando a PRF como o Unico material de preenchimento ¢ relatada
como um processo confidvel para promover o aumento do 0sso no seio

maxilar. Um estudo realizado com 6 cdes onde houve o instalagdo do
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implante juntamente com a elevagdo do seio maxilar sugere que a
elevacdo do seio simultdnea e implantagdo usando fibrina rica em
plaquetas como material de enxerto UGnico ndo ¢ um procedimento
previsivel e reprodutivel. Especialmente no que diz respeito a formagao
do osso em torno dos implantes em cavidades sinusais, pela falta de
apoio da membrana Schneideriana em sua posi¢do pois a PRF
biodegrada rapidamente (JEONG et al., 2014).

Vinte e trés levantamentos de seio maxilar foram realizados com
instalagdo imediata dos implantes. Um total de 20 pacientes recebeu 52
implantes (19 AstraTech, Molndal, Suécia, e 33 Intra-LockOssean, Boca
Raton, EUA). Membranas ¢ tampdes de PRF foram utilizados para
cobrir a membrana sinusal e preencher os espagos entre os implantes que
serviram de "tenda" para manter o afastamento da membrana sinusal.
Radiografias foram realizadas antes da instalacdo, apos seis meses, um
ano e a cada ano seguinte. O acompanhamento minimo foi de dois anos e
o maximo de seis anos. Nenhum implante foi perdido. Todos os casos
tinham um osso residual de 1 mm a 3 mm e o ganho vertical de osso foi,
em média, 10,4 mm (variando entre 8,5 mm a 12 mm) (SIMONPIERI et
al., 2011).

Em um estudo clinico randomizado duplo cego, foi avaliado o
tratamento de 18 pacientes, com 36 defeitos de furca Tipo II em
mandibula. O grupo controle foi tratado com retalho aberto e
debridamento, e o grupo experimental com retalho aberto, debridamento
e colocag¢do de PRF. Foram feitas avaliagdes através do indice de placa,
sangramento a sondagem, nivel da margem gengival e controle
radiografico do defeito foram realizados no pré-operatdrio e nove meses

apos o tratamento. Os resultados mostraram que, em todos os parametros
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clinicos e radiograficos, houve beneficio para o grupo com PRF
(SHARMA ¢ PRADEEP, 2011).

Foi realizado um estudo com dois seres humanos, um homem
com 28 anos ¢ uma mulher com 22 anos, que necessitavam de exodontia
e instalagdo de implantes. Depois de realizada a implantodontia, a
presenca de gaps entre o 0sso ¢ o implante, foi preenchida apenas com a
PRF ¢ observaram que houve um ganho 6sseo de aproximadamente 5
mm nessas regides (LI et al., 2013).

Usando um desenho split-mouth (boca dividida), 17 defeitos
intra-6sseos foram tratados aleatoriamente com PRF ou com combinagdo
PRF- BPBM (osso mineral poroso bovino). Foram realizadas cirurgias
para reavaliagdo apds 6 meses. Profundidade de bolsa pré-operatoria,
niveis de fixagdo e trans-medi¢des Osseas foram semelhantes para os
grupos PRF e PRF- BPBM. Medigdes poés-cirtirgicas revelaram uma
redugdo significativamente maior no grupo PRF- BPBM bem como um
maior ganho de insergdo. Os resultados deste estudo indicam que a PRF
pode melhorar parametros clinicos associados com defeitos periodontais
intra-6sseos humanos. A BPBM tem a capacidade para aumentar os
efeitos de PRF na reducdo da profundidade da bolsa, melhorando nivel
clinico de inser¢do e promoc¢do do preenchimento de defeitos
(LEKOVIC et al., 2012).

Analise cintilografica realizada em pacientes, apos 4 semanas da
cirurgias de extragdo de terceiros molares e preenchimento da cavidade
osseo com PRF, ndo mostrou diferencas estatisticas significantes entre o
grupo tratados com PRF e o grupo sem PRF, ou seja, ndo indicaram
cicatrizacdo Ossea reforgada e atividade celular maior pelo uso da PRF

(GURBUZER et al., 2010).
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como objetivo investigar, utilizando um modelo
animal, o efeito da membrana de fibrina rica em plaquetas na
consolidag@o de enxertos 6sseos autdgenos em bloco no leito receptor. A
hipétese a ser testada ¢ que a interposicdo da membrana da PRF aumenta
a qualidade da formagdo dssea na interface entre o leito receptor e o
enxerto autégeno, quando comparado ao tratamento convencional (sem

membrana), nos tempos experimentais de 14 e 28 dias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Essa pesquisa foi aprovada pela a Comissdo de Etica em Uso de
Animais da Universidade de Passo Fundo (CEUA-UPF), sob registro
namero 001/2013.

4.2 Caracterizacdo das amostras

Foram utilizados 10 coelhos Oryctolagus cuniculus, da linhagem
Nova Zelandia, albinos, com idade entre seis e oito meses, machos,
massa média de 3,5 Kg, livres de ectoparasitas e endoparasitas (Cabanha
Sao Nunca, Ararica, Rio Grande do Sul, Brasil).

Todos os coelhos receberam enxertos autégenos em bloco
bilateralmente na regido de angulo da mandibula. Em um dos lados,
escolhidos por sorteio, foi interposta na interface entre o enxerto ¢ leito
receptor uma membrana de PRF. Os coelhos foram submetidos a

eutanasia em 14 e 28 dias.
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4.3 Manejo e Manutenc¢do dos animais

Os animais permaneceram em uma sala no Hospital Veterinario
da Universidade de Passo Fundo, com condi¢des sanitarias ideais. Foram
alojados em gaiolas individuais, em condi¢des de temperatura controlada
por sistema de ar condicionado na faixa de 20 a 25° C, ciclo de luz-
escuriddo de doze horas, alimentagdo com ragdo propria para a espécie e
com agua a vontade. Os procedimentos cirtirgicos foram realizados por
um médico veterinario ¢ um cirurgido-dentista no bloco cirtrgico do
mesmo Hospital Veterinario , dentro dos padrdes assépticos e normas de
biosseguranga. Todos os cuidados pré e pos-operatdrios relativos a
alimentagdo e medicagdo foram realizados por estagiarios do hospital

veterinario e monitorados pelos médicos veterinarios.

4.4 Protocolo de anestesia e medicagdo dos animais

Apds a adaptagdo de pelo menos 48 horas, os animais foram
submetidos a quatro horas de jejum antes de receber a pré-medicagdo
com cloridrato de tramadol (100 mg/2 ml -Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A, Brasil) dose de 2 mg/Kg, cloridrato de tiletamina +
cloridrato de zolazepam (Zoleti1® 50 — 50 mg/ml Virbac do Brasil
Industria e Comércio, Brasil) dose de 4 mg/Kg e midazolam (1 mg/ml -
Hipolabor Farmacéutica, Brasil) dose de 1mg/Kg, todos via intra
muscular . Apdés o relaxamento do animal foi obtido acesso para
perfusdo continua de soro fisiologico 0,9% através da veia
braquicefalica, dose de 10 mg/Kg/h e induzido ao plano anestésico com

diazepam (10 mg/2ml - Teuto Brasileiro, Brasil) dose de 0,5 mg/Kg
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intravenoso (IV), seguido de propofol (10 mg/2ml - Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) dose de 2mg/Kg/IV. A intubagdo
traqueal foi realizada com sonda de numero 3,0 sem cuffy para
manutencio com isoflurano 100% (Isoforine® - Cristilia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) dose de 1 mg/1ml vaporizado a
oxigénio 100%. Ja como antibioticoterapia profilatica foi utilizado
cefalotina sédica (1g - ABL — Antibidticos do Brasil LTDA, Brasil) dose
de 5 mg/Kg/IV, enquanto que a analgesia pré emptiva com meloxican
(Maxican 0,2%" - Ouro Fino Saude Animal Ltda., Brasil) dose de 0,1
mg/Kg/IV e sulfato de Morfina (10 mg/ml - Hipolabor Farmacéutica,
Minas Gerais, Brasil) via epidural (L5-L6) dose de 0,01 mg/Kg diluido
com soro fisiologico 0,9%.

Depois de anestesiados os animais foram submetidos a
tricotomia ampla na regido craniana (Figura 1A) e regido submandibular
bilateral (Figura 1B) e antissepsia com clorexidine degermante 2%
seguido por alcool 70%, foram posicionados os campos ciriirgicos com

auxilio de pontos isolados simples com nailon 3-0.

S ¥
? P L AN Lt .
Figura 1 — A) Tricotomia regido craniana, B) Tricotomia regido
submandibular bilateral.
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4.5 Cirurgia para obtengdo dos enxertos autdgenos

Os animais foram submetidos a uma cirurgia no cranio para
obtencdo de dois enxertos autdogenos e enxertia dos mesmos no angulo
da mandibula.

Para os procedimentos cirtrgicos, os animais foram mantidos em
decubito ventral para obtencdo dos enxertos da calota craniana e
decubito dorsal horizontal na calha operatdria para enxertia dos blocos
na regido mandibular. A manutencdo anestésica foi realizada com
isofluorano  (100%  -Isoforine® -  Cristalia Produtos  Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Brasil) dose 1 mg/ 1ml, 1,5% em fluxo constante
de 2 I/min e com uma frequéncia respiratéoria de 10 movimentos
respiratérios por minuto. Todos os animais foram monitorados:
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, capnografia, pulso e
oximetria

Os blocos de enxerto autégeno foram obtidos bilateralmente da
regido parietal das calotas cranianas respectivas de cada coelho.

Foram realizadas incisOes lineares diretamente sobre a pele, no
sentido antero-posterior, medindo em média 7 cm, ao longo da calota
craniana anteroposteriormente.

A galea aponeurotica e a fascia foram incisadas e rebatidas,
seguido de incisdo periosteal para exposi¢do da cortical da calota
craniana.

As osteotomias do cranio foram realizadas como pecas de mao
acopladas a um motor de implante, sob irragagdo abundante de solugdo

fisiologica 0,9%, diretamente sobre a area ostectomizada.
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Os enxertos medindo 10 x 10 mm foram obtidos bilateralmente
na calota craniana com o uso de um guia cirurgico de ago inoxidavel e
brocas cirurgicas esféricas carbide (n. 2) e tronco conica (n. 701) (Figura

2 AeB).

emarcacoes
realizadas com broca esférica (setas brancas).

A remogdao do enxerto em ambos os lados foi realizada
cuidadosamente para evitar a laceragdo da dura-mater. (Figura 3 A e B).
A sutura foi feita com fio de Vicryl 4.0 no periosteo, fascia e galea
aponeurotica e nylon 4.0 na pele com ponto simples. O enxerto removido
foi mantido em gaze estéril e embebido por solucdo fisiologica 0,9% até

o preparo do leito receptor.

Figura 3 - A) Unido das marcagdes, B) Remocao do enxerto.
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Os blocos removidos tiveram os bordos arredondados com o uso
de uma broca edenta e uma perfuragao foi feita com uma broca tronco
conica (n° 701), em uma das extremidades do enxerto para a inser¢do do
parafuso (1,5 mm de didmetro ¢ 5,0 mm de comprimento, DSP,
Biomedical, Campo Largo, Parand) de maneira que o enxerto ndo fosse

submetido a pressdo no momento da sua instalagdo (Figura 4).

Figura 4 — Enxertos em bloco preparados para instalacao.

4.6 Obtencao e preparo das fibrinas ricas em plaquetas

Cada coelho recebeu em um dos enxertos, uma malha de fibrina
autdloga entre o enxerto autdégeno e o leito receptor previamente ao
posicionamento do enxerto. Para obten¢do da membrana, foi realizada a
coleta sanguinea antes do inicio da cirurgia. O local de coleta foi a veia
jugular externa com sistema de vacuo e agulha 21G com tubo de 10 ml,
sem anticoagulante (Figura 5A) e imediatamente apds a coleta
centrifugada a 2700 rpm x 12 min, com uma centrifuga especifica
(Hettich EBA 20, Tuttingen, Alemanha). (Figura 5B), como
recomendado pela técnica de Choukroun (DOHAN et al., 2006a).
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_ o STy
Figura 5 - A) Coleta sanguinea, B) Centrifuga — EBA 20S.

Apods a centrifugagdo, o material obtido constitui-se de trés
camadas: plasma acelular (porgdo superior), o gel de fibrina (porgdo
mediana) e globulos vermelhos (porgdo inferior) (Figura 6A). A PRF foi

retirada do tubo com uma pinga Williams reta e os remanescentes

Figura 6 - A) PRF obtido, B) Separa¢do PRF dos glc')bulos vermelhos.

A membrana foi acomodada sobre a caixa de processamento da

PRF (Box Intralock, Sao Paulo, Brasil), pressionada para a extracdo do
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soro ¢ foi assim obtido uma membrana com espessura de
aproximadamente 1 mm. (Figura 7 A).
Ao expulsar os fluidos presos na matriz de fibrina, obteve-se uma
membrana autdloga de fibrina muito resistente (DOHAN et al., 2006a).
Apds a membrana da PRF foi reduzida ao mesmo perimetro do
enxerto obtido e adaptada ao enxerto e ao parafuso, para posterior

inser¢do no leito receptor (Figura 7 B e C).

Figura 7 - A) Membrana de PRF (1mm de espessura), B e C) Membrana
adaptada ao enxerto e ao parafuso.

4.7 Preparo do leito receptor e fixacao do enxerto autégeno

Uma incisdo linear (1,5 cm) foi realizada sobre a pele transpondo
a galea aponeurotica, fascia, o misculo e peridsteo até alcangar a regido
de implantacdo localizada posteriormente a saida do nervo mentual.

Apos rebatimento do retalho, foi utilizado um afastador
oftdlmico para exposicdo do leito receptor. Foram realizadas 3
perfuragdes monocorticais dos leitos receptores com o auxilio de brocas
cirtirgicas esféricas carbide (n. 2) e irrigagdo salina abundante, para

facilitar a comunicagdo da trabecular do leito receptor e a cortical do
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enxerto (ALBERIUS et al, 1996; CARVALHO et al., 2000).
(HARDESTY e MARSH, 1990) (Figura 8).

Os enxertos foram posicionados e fixados por meio de parafuso
posicional de titanio (1,5 mm de didmetro ¢ 5,0 mm de comprimento,

DSP, Biomedical, Brasil) (Figura 9).

TN ‘ :
Figura 9 - Enxerto em posicao no leito receptor e fixado.
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A sutura foi feita com fio Vicryl 4.0 (Ethicon, Sado Paulo, Brasil)
no periosteo € musculo e nylon 4.0 na pele com ponto simples (Figura
10A e 10B). A alimentagdo dos animais ndo foi comprometida, pois as
incisdes foram feitas na regido extrabucal. Apds a cirurgia os animais

ficaram em observacgao por 4 horas.

b N b % ;
Figura 10 — A) Sutura peri6steo e musculo B) Sutura da pele.

Apos a cirurgia os animais receberam injegdes intramusculares
diarias de enrofloxacina (Enro flec 10%® = Laboratério Veterinario
Vansil LTDA, Brasil) dose de 5 mg/Kg de peso corporal duas vezes ao
dia, durante 7 dias. A analgesia foi mantida com o analgésico cloridrato
de tramadol (100mg/2ml - Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A,
Brasil) dose de 4mg/Kg sub cutaneo a cada 8 horas por 2 dias e o anti-
inflamatério meloxican (Maxican 0,2%® - Ouro Fino Satide Animal
Ltda., Brasil) na dose de 0,1 mg/Kg, uma vez ao dia por 2 dias. Para
controle da dor pds-operatoria, os animais receberam sulfato de Morfina
(10mg/ml- Hipolabor Farmacéutica, Brasil) dose de 3 mg/Kg via

intramuscular ao final da cirurgia e 4 horas apds a primeira aplicagéo.
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4.8 Eutanasia dos animais

Ap6s o término do poés-operatdrio os animais ficaram alojados no
mesmo local que estavam antes da cirurgia, at€ o momento da eutanasia.
Aleatoriamente, mediante sorteio, formam definidos os animais que
ficariam no grupo de 14 e 28 dias.

Os animais foram submetidos a ecutandsia através da
administracdo de tiopental sodico 2,5%, dose 10 ml/Kg, por via
endovendosa, sendo o 6bito constatado por falta de expansdo toracica e
batimentos cardiacos, midriase e auséncia de reflexo palpebral,
procedimento realizado por dois médicos veterinarios.

Apbs a eutanasia dos coelhos, as amostras foram removidas de
cada lado da mandibula com brocas tronco conicas e irrigagao de soro
fisiologico, respeitando o limite de em média 3 mm das bordas do
enxerto.

Apos a remogdo dos tecidos para o estudo histoloégico os animais
foram contidos em sacolas especiais, para posterior descarte, seguindo os

protocolos padrdes de manuseio de material bioldgico.

4.9 Anélise histoldgica

Os blocos 6sseos removidos foram fixados em formalina
tamponada 10% (pH 7,4) por 24 horas e apds, armazenados em potes
estilizados com alcool 70% até o momento da descalcificagdo com acido
diaminotetracético (EDTA) 4%. A descalcificagdo foi realizada durante
o periodo de um més aproximadamente, sendo o parametro para o fim da

descalcificagdo o corte das amostras sem resisténcia (teste da agulha).
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Em seguida, as amostras foram submetidas a lavagem em agua corrente
por 8 horas, desidratacdo, diafanizagdo e impregnagdo em parafina
histologica.

Os blocos de parafina foram cortados com o micrétomo em
formas padronizadas de 0,3 um de espessura e foram divididos de forma
intercalada para analise histologica.

As laminas para analise histologica foram coradas pelo método de
hematoxilina e ecosina (HE) e azul de toluidina para analise
histomorfoldgica do reparo dsseo.

As analises histologicas foram realizadas com um microscopio
otico em aumentos de 100 pm, 150 pm e 200 um, com o objetivo de
avaliar a interface entre o enxerto e o leito receptor através da analise
qualitativa de diferentes caracteristicas teciduais do processo de
osseointegragdo, tais como: neoformagio Ossea, fibrilas colagenas, vasos

sanguineos ¢ atividade osteoblastica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Metodologia do estudo

Para avaliar a efetividade do uso da membrana de PRF na
qualidade de formagdo dssea optou-se pela utilizagdo de coelhos New
Zealand White (Orytolagus cuniculus) uma vez que esses animais sdo
frequentemente utilizados em pesquisas ortopédicas e
craniomaxilofaciais, apresentam semelhanga entre a densidade Ossea,
resisténcia a fratura e reparacdo Ossea pos-trauma semelhante com os
seres humanos (HUTMACHER, 2000; HARKNESS, 1993;
NUNAMAKER, 1998).

Os coelhos sdo animais de facil aquisi¢do e manuseio, além de
permitirem o volume de 10 ml de sangue necessarios para obtengdo da
PRF, sem que o animal sofra alteracdes hemodindmicas colocando a
vida do animal em risco ou alterando os resultados do estudo
(EFEOGLU et al., 2004). Além disso, os elementos figurados do sangue
desses animais sdo morfologicamente semelhantes aos dos humanos
(JAIN, 1993).

O tempo de 14 dias e 28 dias para a avaliacdo dos resultados
permite verificar a diferenca de formacao 6ssea nos momento iniciais do
processo de consolidagdo do enxerto. Isso porque, o ciclo completo de
remodelagao 6ssea cortical dos coelhos € observado apds 42 dias. Assim,
pode-se supor que os achados no periodo de sacrificio de 60 dias

correspondem ao periodo de 6 meses em humanos (ROBERTS et al., em
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1987), tempo de espera necessario para a instalagdo de implantes
osseointegrados em areas submetidas a reconstrugdo ossea (TONG &
BUCHMAN, 2000).

Estudos em animais demonstram que no periodo de 56 dias o
efeito da PRF sobre a formagdo dssea ¢ semelhante entre o grupo
controle (sem PRF) e os grupos teste (com PRF) (HE et al., 2009; KIM
et al.,, 2014). Em seres humanos, o periodo de 6 meses apds o
preenchimento do seio maxilar com PRF e enxerto xendgeno foi
semelhante entre os grupos testados (CHOUKROUN et al., 2006b).

A calvaria foi a regido cirurgica escolhida como area doadora do
enxerto em bloco cortical, por possuir duas corticais com osso medular
entre elas, oferecer baixa morbidade, acessibilidade, reduzida
interferéncia de for¢as musculares e permitir a obtencao de dois enxertos
de 1cm?, padronizando o tipo de enxerto e descartando a possibilidade da
influéncia de outras variaveis advindas de enxertos obtidos de locais
diferentes, fazendo que apenas a PRF atuasse sobre a interface dos
enxertos ( DAHLIN et al., 1991). Além disso, o osso da calvaria (area
doadora) ¢ cortical como o osso da mandibula (leito receptor), isso
confere a vantagem de que na avaliacdo histoldgica da interface, o 0sso
trabecular presente € necessariamente tecido neoformado.

Na regido da calvaria a perfuragdo da dura-mater foi evitada para
que ndo houvesse interposi¢do e invaginagdo de tecido cerebral e o
periosteo fosse mantido para que ocorresse irrigagao local (ALBERIUS
et al., 1990). Nenhum coelho apresentou alteragdo motora clinica ap0s as
cirurgias.

A obtencao da PRF em coelhos ndo ¢ aconselhada, pois o tempo

para coleta de sangue em suas veias e artérias ndo permitem a obtencao
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rapida do sangue, pela falta de volume e pressdo arterial, fazendo com
que o sangue coagule parcialmente fora do tubo, prejudicando a
formacdo da PRF ¢ tornando esse sem aplicacdo clinica (EHRENFEST
etal., 2010b).

Em nosso estudo piloto a coleta de sangue foi realizada com
seringa descartavel 20 ml com agulha 22G (Figura 11A) na veia jugular
externa. O tempo de obtencdo do sangue foi muito longo e com volume
sanguineo insuficiente, pela falta de pressdo obtida com esse tipo de
seringa. Com isso, ocorreu a coagulagdo parcial do sangue coletado
dentro da propria seringa (Figura 11B).

Devido a ndo utilizagdo de anticoagulantes, ocorre rapidamente a
ativagdo da maioria das plaquetas apds a coleta de sangue, levando a
liberagao das cascatas de coagulagdo. Se a amostra de sangue nao for
centrifugada rapidamente o sangue acaba por coagular dentro do tubo de
vidro e/ou da seringa. (DOHAN et al. 2006a).

A coagulagdo parcial do sangue antes do inicio da centrifugacao
nao favorece a formagdo da PRF. A flexibilidade da membrana e a
incorporagdo de fatores de crescimento estdo diretamente ligadas a
maneira de polimerizacdo da PRF, e devido a auséncia de protrombina
ocorre de maneira lenta e gradual (DOHAN et al., 2006ab).

Apos centrifugacdo do sangue coletado no estudo piloto e que
estava parcialmente coagulado, obtivemos um coagulo difuso ao invés
de uma membrana organizada (Figura 11C). Esse coagulo careceu de
flexibilidade para manipulagdo e incorporagao de fatores de crescimento

(DOHAN et al., 2006ab).
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Figura 11 —A) Coleta sanguinea B) Sangue coaglando no interior da
seringa C) Coagulo obtido de maneira difusa.

Para a obteng@o da membrana de PRF, foi necessario coletar uma
amostra de sangue de aproximadamente 10 ml (DOHAN et al., 2006a).
O volume total de sangue coletado em animais nunca deve ser superior a
15% - 20% do volume total sanguineo, ou pode-se colocar a vida do
animal em risco (EHRENFEST et al., 2010b).

No presente estudo conseguiu-se coletar uma amostra de 10 ml de
sangue em coelhos com aproximadamente 3,5 Kg, como padroniza a
técnica de CHOUKROUN (DOHAN et al,. 2006a), através da coleta na
veia jugular externa com sistema de vacuo e agulha 21G ( Figura 12A).

Assim foi possivel realizar uma coleta rapida (sem coagulagao
sanguinea antes do inicio da centrifugagdo) e com volume necessario
(Figura 12A), permitindo a obten¢do da membrana da PRF (Figura 12B),
devendo esse ser o protocolo adotado para a obtencdo da PRF em

coelhos.
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Figura 12 — A) Coleta sanguinea, B) Membrana de PRF obtida.

5.2 Analises histol6gicas

A hipdtese do estudo foi confirmada, pois, houve uma formagao
Ossea mais organizada nos grupos experimentais 14 e 28 dias,
comparadas ao grupo controle.

A figura 13 mostra em ambos os grupos formagio de trabéculas
Osseas na interface enxerto/leito receptor em meio a tecido conjuntivo,
evidenciando uma formagdo Ossea mais organizada, com 0ss0 mais
denso no grupo experimental em que a membrana de PRF foi interposta

entre o enxerto e o leito receptor.
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Sem PRF Com PRF
o ~ 3

28 dias

Figura 13 -Neoformagdo 6ssea (setas) apds 14 e 28 dias para 0s grupos
com e sem PRF. Coloracéo HE.

A consolidagdo do enxerto dsseo depende principalmente de
quatro fatores: a) interacdo de celular (CHOUKROUN et al. 2006d); b)
matriz extracelular (DAMSKY, 1999); c) vascularizagdo (SANTOS &
REIS, 2010) e, d) citocinas (SCHLIEPHAKE, 2002).
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A PRF age sobre os quatro fatores citados. Possui fatores de
crescimento ¢ citocinas em suas malhas de fibrina que atuam sobre a
interagdo das células (DOHAN et al., 2006b; DOHAN et al., 2009),
funciona como matriz extracelular para migracdo de células
mesenquimais indiferenciadas (BOO et al., 2002; GASSLING et al.,
2011) e aumenta a angiogénese (CHOUKROUN et al., 2006b).

Alguns estudos testaram o efeito do PRF em diferentes processos
de regeneragdo oOssea e em diferentes animais, como coelhos (TUNALI
etal. 2012, PRIPATNANONT et al., 2013, OZDEMIR et al. 2012, LEE
et al. 2010, LEE et al. 2012, KIM et al 2012, JANG et al .2012),
cachorros (XUAN et al. 2013) , ovelhas (BOLUKBASI et al. 2013) e
ratos (HE et al. 2009). Todos esses estudos demonstraram um efeito
positivo na utilizagdo da PRF sozinha ou em associagdo com outros
materiais para enxertia de 0sso.

Quando a PRF ¢ interposta entre o enxerto e o leito receptor,
mesmo em areas onde ndo aconteceu formagao ossea, o tecido conectivo
¢ mais organizado e com maior densidade de fibrilas colagenas (Figura
13 e 14). Essa caracteristica favorece uma maior e melhor formagao
Ossea, pois, células mesenquimais diferenciam-se em condroblastos e
substituem o tecido de granulacdo por cartilagem hialina, formando um
calo provisério (BURKITT et al., 1994).

Evidéncias indicam que as BMP’s regulam a diferenciagdo das
c¢lulas, aumentando a expressdo de condroblastos e osteoblastos em
sitios 6sseos em processo de cicatrizacdo (URIST e STRATES, 1971). A
fibrina ¢ uma matriz de suporte reconhecida para BMP’s. Essas
moléculas quando enredadas na matriz de fibrina sdo progressivamente

langadas no local da regeneracao 6ssea (KAWAMURA e URIST, 1988).
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A membrana de PRF libera fatores de crescimento e matriz de
proteinas por até 7 dias apds sua aplicacdo (EHRENFEST et al. 2009a),
atuando sobre células mesenquimais indiferenciadas, angiogénese,
sintese de colageno I ¢ fibronectina (MARX, 1999; CHOUKROUN et
al., 2006d).

Sem PRF Com PRF

Figura 14 - Interface leito receptor e enxerto cortical, demonstrado
matriz extracelular com maior densidade das fibrilas
colagenas (setas) no grupo PRF, 14 e 28 dias. Coloracao
HE.
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Na Figura 15, observou-se em 14 dias, a maior presenga de vasos
sanguineos, no grupo com PRF. Além disso, os vasos no grupo com PRF
parecem ter o endotélio e o limen mais delimitados comparados ao
grupo sem PRF.

A matriz de fibrina promove a angiogénese (PELISSIER et al.
2004; DVORAK et al. 1987), pela presenca do fator de crescimento
vascular endotelial VEGF (VAN HINSBERGH, 2001), indutor da
angiogénese (DYCE et al. 2004). Devido a relagdo do processo de
angiogénese com a osteogénese, a maior presenga ¢ organizagdo dos
vasos contribuem com uma melhor integragdo do enxerto com o leito
receptor.

Os enxertos corticais revascularizam mais lentamente
(BURCHARDT, 1983). A incorporagdo e o remodelamento 6sseo estdo
relacionados ao processo de revascularizagdo e a manutencdo de seu
volume depende da rapidez deste processo (Gordh, 1997). Células dos
capilares possuem relagdo direta na formagdo oOssea devido a sua
proximidade com os osteoblastos e células osteoprogenitoras nos sitios

de nova formagdo 6ssea (PELISSIER et al., 2004).

Sem PRF Com PRF

&

Figura 15 - Interface leito receptor e enxerto cortical, demonstrado

presenga de vasos sanguineos (setas) em ambos 0s grupos
em 14 dias (colora¢do HE)
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Imunomarca¢des para VEGF foram maiores no grupo
experimental (PRF associado a 0sso xendgeno) em comparagao ao grupo
controle (osso xendgeno) no preenchimento de defeitos dsseos na calota
craniana de 10 coelhos. Ndo houve diferengas significativas entre os
grupos nas andlises histomorfométricas para avaliagdo da formacao
ossea (YOON et al., 2014).

Podemos observar na Figura 16, que em torno das matrizes dsseas
as células foram coradas, pela técnica do azul de toluidina, com maior
intensidade no grupo com PRF, sugerindo que nessa regido as células
osteoblasticas estdo em intensa atividade mitdtica (BEHMER et al.,
1976).

A PRF parece induzir a formagdo 6ssea pela agdo do TGF-b, que
estimula a mitogénese de pré-osteoblastos e osteoblastos (DOHAN et al.
2006b), através de seu efeito imediato na expressdo do fator RUNX2,

cuja ativagdo € essencial para a diferenciacdo osteoblastica (LI et al.
2013).

< A

o
g8

em PRF Com PRF

2 200 pm
Figura 16 -Interface leito receptor e enxerto cortical, demonstrado
presenca de maior atividade osteoblastica no grupo PRF,

em 14 dias. Azul de toluidina.
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Aplicagdo da PRF para a reconstrugdo de defeitos maxilofaciais
resulta em maturagdo Ossea mais rapida, maior densidade Ossea e
consolidag¢@o do osso autégeno transplantado. A combinacdo da PRF e
0sso autdogeno aumenta a taxa de osteogénese ¢ a qualidade do osso novo
(CHOUKROUN et al., 2006de).

Aos 28 dias observamos que houve uma maturacdo dssea mais
rapida, com maior densidade (osso mais compacto) nos grupos PRF
(Figura 17) e com fibras colagenas em menor quantidade quando
comparado ao tempo de 14 dias (Figura 13 e 14). No grupo sem PRF, o
osso formado é menos compacto ¢ as fibras colagenas também estdo
presentes com densidade menor (Figura 14).

O TGF-Bl ¢é um fator que estimula a mitogénese de pré-
osteoblastos e osteoblastos e promove a diferenciacdo das mesmas em
osteoblastos maduros e funcionais. Este fator ¢ liberado da PRF apos 14
dias no local da regeneragdo (HE et al. 2009). A conformagdo do osso
neoformado apos 28 dias de forma mais compacta pode ter sua origem
explicada devido a liberacdo continua desse fator de crescimento (Figura

17).
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Sem PRF

=

Figura 17 - Interface leito receptor e enxerto cortical, demonstrado
presenca de 0sso mais compacto no grupo PRF em 28 dias.
Coloragado HE.

Uma maior organizagdo do calo 6sseo também foi observada em
uma pesquisa que associou osso autégeno ¢ PRF no preenchimento de
defeito criticos na calota craniana de coelhos. Os resultados obtidos apos
8 semanas demonstraram maior organizacdo e formagdo dssea no grupo
que recebeu PRF. Isso pode ser influenciado pelos fatores de
crescimento presentes na PRF e a sobrevivéncia de osteoblastos,
ostedcitos e pré-osteoblastos dos enxertos autdlogos influenciando na
regeneracdo (PRIPATNANONT et al., 2013).

Na coloragdo azul de toluidina aos 28 dias, observou-se uma
menor intensidade na cor azul das células em ambos os grupos, isso pode
ser explicado pela diminui¢do de efeito da PRF no grupo que estava

associada (Figura 18).
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Figura 18 -Interface leito receptor e enxerto éor‘t‘ircél, demonstrado
presenca de menor atividade osteoblastica em ambos 0s
grupos em 28 dias. Azul de Toluidina.

No presente estudo, observou-se que a membrana da PRF ndo
estava presente ap6s 14 e 28 dias (Figura 19).

A membrana PRF ¢ reabsorvida em aproximadamente 7 dias apds
sua aplicagio (EHRENFEST et al.,, 2009a). Em camundongos, a
implantacdo da PRF subcutdneamente mostrou que essa € substituida por
colageno denso apods 2 semanas de aplicagdo, sugerindo excelente
biodegradabilidade ( LI et al., 2013).

A biodegradagdo da membrana de PRF faz com que diminua a
quantidade de fatores de crescimento e citocinas, diminuindo seu efeito
sobre as células envolvidas no processo de reparo, fazendo com que o
processo de reparo 6sseo seja semelhante ao ocorrido fisiologicamente

neste periodo (EHRENFEST et al., 2009a).
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\ N

Figura 19 — Membrana de PRF ausente na interface enxerto/ leitor
receptor em A) 14 dias e B) 28 dias.

O sucesso do enxerto dsseo autdgeno depende do contato intimo
do mesmo com o leito receptor (BURCHARDT, 1983). A membrana da
PRF interposta entre o enxerto ¢ o leito receptor, ndo prejudica a
formagdo Ossea nessa regido, pelo contrario, melhora a formagao e
organiza¢do do calo 6sseo nos tempos estudados, funcionando assim

como um tecido conectivo entre o leito receptor e enxerto dsseo.

70



6 CONCLUSOES

A hipdtese do estudo foi aceita uma vez que os dados histologicos
mostraram que no grupo PRF a remodelagdo 6ssea ocorreu de maneira
mais intensa. A interposi¢do da membrana de fibrinas rica em plaquetas
entre o enxerto 0sseo ¢ leito receptor parece ser um método viavel em

coelhos, podendo funcionar com um tecido conectivo na interface.
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8 APENDICE

Apéndice — Aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Passo Fundo, em marco de 2012
(Paracer CEUA-UPF No002/2012)

UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO

WUPF  VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PARECER N° 001/2013

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo, em reunido no dia

05/04/2013, analisou o protocolo de pesquisa “Efeito da oxigenoterapia hiperbarica associada a

plaquetas ricas em fibrinas na do de - um estudo in vivo",
registro na CEUA N° 022/2012, de responsabilidade da pesquisadora Luciana Ruschel dos Santos.
O projeto de pesquisa foi reformulado considerando o parecer CEUA-UPF n° 035/2012

Em relagao aos aspectos éticos, a Comiss@o considerou o estudo relevante e com relagao

custo-beneficio adequada. A e seus s estdo compl com a
observancia dos procedimentos para o uso cientifico de animais estabelecidos na Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008 e dos “Principios Eticos para o Uso de Animais de Laboratorio” preconizados pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio (SBCAL)

Diante do exposto, a Comissdo, de acordo com suas atribuigées definidas na Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, manifesta-se pela aprovagado do projeto de pesquisa na forma
como foi proposto.

A pesquisadora devera apresentar relatorio @8 CEUA ao final do estudo.

Situagdo: PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 8 de abril de 2013

MABV i1y

Prof. Ana Cristina Vendrametto V. Giacomini
Coordenadora —- CEUA — UPF

86



9 ARTIGO A SER SUBMETIDO

Artigo a ser submetido ao periddico Journal of dental
sciences

Histological analysis of the effect of platelet-rich fibrin on
the consolidation of bone graft blocks — study in rabbits

Pablo Walker Lagol, Marcia Borbal, Vinicius Rosa’

! Post-graduate Program in Dentistry, Faculty of Dentistry,
University of Passo Fundo, Brazil.

* Faculty of Dentistry, National University of Singapore,
Singapore

* Corresponding author. Tel.: +55 (55) 91460354, fax: +55 (55) 33335426.
E-mail address: ortholago@hotmail.com (Lago, P.).

87



ABSTRACT

The objective was to assess in Vvivo the effects of platelet-rich
fibrin (PRF) in the consolidation of autogenous bone graft. The tested
hypothesis was that PRF enhances the quality of bone formation between
the graft and the host tissue. Ten rabbits were submitted to a surgical
procedure to bilaterally implant bone grafts from calvaria in the
mandible. The PRF was placed in the interface on one side and the other
side was left untreated (control). After 14 and 28 days, the animals were
euthanized and the tissues processed for histological assessment
(hematoxylin and eosin, and toluidine blue). In both assessment periods,
the use of PRF improved the organization of the newly formed bone with
higher concentration of blood vessels and density of collagen fibrils
where bone formation has not occurred. The hypothesis was accepted
once histology showed that PRF has improved the quality of bone
formation after 14 and 28 days as compared to the control. The use of
PFR between graft and host bone may be a promising method to improve
graft consolidation.

Keywords: fibrinogen, regeneration, growth factors, cytokines,

blood clotting.
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INTRODUCTION

Implant installation is usually performed in a posterior surgical
time, when the use of bone grafts is required. In cases where the
autogenous graft block is selected, the time for graft consolidation to the
host tissue is of about six to eight months [1] The patient's desire for
long oral rehabilitations in short periods of time demands the
professional team to seek for materials and techniques that allow
accelerating the osseointegration process [2]

Some alternatives have been used to speed the fusion process
between bone graft and host tissue, such as the BMPS (Bone
morphogenetic proteins), PRP (Platelet-rich plasma), PRF (Platelet-rich
fibrin), CGF (Concentrated growth factor), PDGF (Platelet-derived
growth factor), and other platelet [3,4] Thus, intensifying the chemotaxis
process of the cells responsible for tissue repair, and promoting
acceleration of bone tissue formation and [5]

Among these options are platelet-rich fibrins (PRF) that appeared
around the 2000s as the second generation of platelet concentrates, and
were developed by Joseph Choukroun, in France, for specific use in oral
and maxillofacial surgery [6]. The PRF is obtained from autologous
blood with no addition of external factors, different from what occurs in
the PRP processing, which requires the use of anticoagulant. The blood
sample of 10 ml is prepared with 3000-rpm centrifugation for 10 min in
a specific tube. [7,8]

The PRF is a fibrin membrane with very high potential of healing
wounds [9]. It may be used either alone or associated with different

biomaterials, including autogenous bone. The PRF has growth factors
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that speed early bone regeneration, increasing angiogenesis, chemotaxis,
mitosis, and cellular proliferation [10,11]

Studies show that PRF has a positive effect on bone formation
when used alone or combined with autogenous bone [12,13] Histological
and histomorphometric results - supported by radiographic assessment -
of a study with animal models showed that the PRF group associated
with the autogenous graft presented greater bone formation than the
group without PRF. These findings are explained by the presence of
growth factors of the PRF, and the survival of osteoblasts, osteocytes,
and pre-osteoblasts of autogenous grafts. Another investigation also
reported that the action of PRF growth factors, when used along with
titanium barriers, was responsible for better and higher amount of bone
formation when comparing to anorganic bovine bone (ABB) and
biphasic calcium phosphate (BCP). [14]

On the other hand, a study showed that the immunostaining of
intensity for VEGF in the filling of 7 mm defects in the calvaria of 10
rabbits was higher in the experimental group (PRF + xenogeneic bone)
than the control group (xenogeneic bone), however it did not find
significant differences between groups in histomorphometric analyses
for the assessment of bone formation.[15] Literature suggests that the
use of PRP, PRF, and CGF favors bone formation in the initial stage of
bone graft healing. This was showed in a study with 12 rabbits, where
the authors compared the effects of these growth factors in defects of the
calvaria of animals. There was no statistical difference among the
platelet concentrates regarding osteogenesis, only among experimental

groups and control group .[16]
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Therefore, the interposition of a thin membrane of PRF between
autogenous grafts seems to be a promising method to accelerate
osseointegration, because it has growth factors directly connected to
bone regeneration, such as platelet-derived growth factor A and B
(PDGF-AB), transforming growth factor bl (TGFb-1), vascular
endothelial growth factor (VEGF), which upon release stimulate cell
proliferation, angiogenesis, and remodeling [17].

Thus, this study aims to investigate, in rabbits, the effect of
platelet-rich fibrin membrane on the consolidation of autogenous bone
graft blocks in the host tissue. The tested hypothesis is that the
interposition of the PRF membrane enhances the quality of bone
formation in the host tissue/autogenous graft interface when compared to
the control group (without PRF membrane), in experimental periods of

14 and 28 days.

MATERIALS AND METHODS

This research was approved by the Ethics Committee for Animal
Use of the University of Passo Fundo (CEUA-UPF), under registration
number 001/2013. Ten Oryctolagus cuniculus rabbits of the New
Zealand lineage were used; they were albino, aged six to eight months,
average mass of 3.5 Kg, free from ectoparasites and endoparasites
(Cabanha Dois Irmaos, Dois Irmaos, Rio Grande do Sul, Brazil).

After at least 48 hours of adaptation, the animals were submitted
to four hours of fasting before receiving pre-medication with 2 mg/kg of

tramadol hydrochloride (100 mg/2 ml - Unido Quimica Farmacéutica
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Nacional S/A, Minas Gerais, Brazil), 4 mg/kg of tiletamine
hydrochloride + zolazepam hydrochloride (Zoletil™ 50 — 50 mg/ml
Virbac do Brasil Industria e Comércio, Sao Paulo, Brazil), and 1 mg/kg
of midazolam (1 mg/ml - Hipolabor Farmacéutica, Sabara, Minas Gerais,
Brazil), all of them intramuscularly. After relaxation of the animal, the
access to continuous infusion of 10 mg/kg/h of 0.9% NaCl was achieved
through the brachiocephalic vein, and the anesthetic plan was induced
with 0.5 mg/kg/IV of diazepam (10 mg/2 ml - Teuto Brasileiro — Goias,
Brazil), followed by 2 mg/kg/IV of propofol (10 mg/2 ml - Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Sao Paulo, Brazil).
Endotracheal intubation was performed with a 3.0 mm endotracheal tube
without cuff for maintenance with 1 mg/l ml of 100% isoflurane
(Isoforine™ - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Sdo
Paulo, Brazil), vaporized by 100% oxygen. As for prophylactic antibiotic
therapy, 5 mg/kg/IV of cephalothin sodium (1g - ABL — Antibidticos do
Brasil LTDA, Séo Paulo, Brazil) was used, while preemptive analgesia
with 0.1 mg/kg/IV of meloxicam (0.2% Maxican' " - Ouro Fino Saude
Animal Ltda. - Sdo Paulo, Brazil) and 0.01 mg/kg of morphine sulphate
(10 mg/ml - Hipolabor Farmacéutica, Minas Gerais, Brazil), epidurally
(L5-L6), and diluted with 0.9% NaCl.

After anesthesia, the animals were submitted to broad trichotomy
in the cranial region and the bilateral submandibular region.

For membrane attainment, blood was collected before surgery.
The site of collection was the external jugular vein with vacuum system
(Vacutaneir, Franklin Nakes, New Jersey, USA) and 21G needle with 10
ml tube, without anticoagulant, and immediately after the centrifuged

collection at 2700 rpm x 12 min, with a specific centrifuge (Hettich EBA
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20, Tuttingen, Baden-Wiirttemberg, Germany), as indicated by the
Choukroun technique [18]. After centrifugation, the material obtained
consisted of three layers: acellular plasma (upper portion), fibrin gel
(median portion), and red blood cells (lower portion).

The PRF gel was removed from the tube with a straight Williams
tweezers and the remaining blood was removed with a surgical scissor.
The membrane was seated over the PRF processing box (Box interlock),
pressed for extracting serum, thus obtaining a membrane of
approximately 1-mm thick.

Then, the PRF membrane was reduced to the same perimeter of
the graft obtained, and adapted to the graft and screw for later insertion
in the host tissue.

Bicortical grafts blocks with diameter of 10 mm x 10 mm were
removed from the parietal area aided by a surgical guide made of
stainless steel, and carbide spherical surgical burs n. 2 and conical trunk
n. 701. After preparation for grafting, the grafts were kept in sterile
gauze and soaked in 0.9% saline solution until preparation of the host
tissue.

After folding the flap, 3 monocortical perforations were made in
the host tissues aided by carbide spherical burs n. 2 and abundant saline
irrigation, so to facilitate communication of the trabecular bone of the
host tissue and the cortical bone of the graft. Grafts were placed and
fixed by titanium positional screw (1.5 mm diameter and 5.0 mm length,
DSP Biomedical, Brazil).

Animals were submitted to euthanasia by the administration of
10 ml/Kg of 2.5% thiopental sodium, intravenously. The blocks of bones
were fixed in 10% buffered formalin (pH 7.4) for 24 hours, and then
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stored in 70% alcohol-sterilized jars until the moment of decalcification
with 4% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The glass slides for
histological analysis were stained by hematoxylin and eosin (HE), and

Toluidine Blue staining, for morphological analysis of bone repair.

RESULTS

The present study allowed the collection of a 10 ml blood sample
in rabbits with approximately 3.5 Kg, as standardized by the
CHOUKROUN technique[18] through the collection in the external
jugular vein with vacuum system and 21G needle (Figure 12A).

Figure 12 — A) Blood collection, B) PRF membrane obtained.

Figures 1 and 2 show histological glass slides stained by
Hematoxylin Eosin, which represent the groups without PRF and with
PRF, in 14 and 28 days. The 5 glass slides chosen from each group
present similar results for the formation of collagen fibers and bone

trabeculae in the graft/host tissue interface. Table 1 describes the
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characteristics of the glass slides from both groups. It is possible to
observe the effects of PRF membrane interposition between the
autogenous graft and the host tissue, compared to the group that did not

receive the PRF membrane.

95



Figure 1 — Newly formed bone after 14 and 28 days for groups with and
without PRF. HE staining.

Sem PRF Com PRF

Figure 2 — Host tissue and cortical graft interface showing extracellular
matrix with higher density of collagen fibrils (arrows) in the
PRF group, in 14 and 28 days. HE staining.
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Table 1 - Description of histological characteristics of glass slides from

groups with and without PRF.

GROUP WITHOUT PRF

GROUP WITH PRF

Disorganized bone formation

Better organized bone formation

Less compact bone

More compact bone

Lower collagen fibrils density in
the 14 days group

Higher collagen fibrils density in
the 14 days group

Similar bone distribution in the 28
days group without PRF and the
14 days group with PRF

Lower presence of osteocytes in
the 28 days group

Higher presence of osteocytes in
the 28 days group

In Figure 3, higher presence of blood vessels was observed in the

period of 14 days. Moreover, the vessels in the group with PRF seem to

have more defined endothelium and lumen when compared to the group

without PRF.

e PRF 7

¥ &

Com PRF
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Figure 3 — Host tissue and cortical graft interface showing presence of
blood vessels (arrows) in both groups in 14 days (HE
staining).

In Figure 4, it was observed at 14 days, in the group with PRF,
that around bone matrices the cells were stained with higher density by
the Toluidine Blue technique when compared to the control group,
suggesting that in this region the osteoblastic cells present intense

mitotic activity [19]

Sem PRF

Com PRF
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et : . W=

Figure 4 — Host tissue and cortical graft interface showing presence of
higher osteoblastic activity in the PRF group, in 14 days.
Toluidine Blue.

In the Toluidine Blue staining at 28 days, the contrary was
observed: lower intensity of the blue color of cells in the group with
PRF, and higher staining of cells in the group without PRF. (Figure 5).
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Figure 5 — Host tissue and cortical graft interface showing presence of
lower osteoblastic activity in the group with PRF, in 28
days. Toluidine Blue.

DISCUSSION

The "gold standard” among therapy options for bone grafting is
the autogenous graft [20], due to its osteogenic properties.[21,22,23].
Autogenous grafts may be used either in particles or in blocks,
depending on the size of the defect [24]

Bone graft consolidation depends mainly on four factors: a) cell
interaction [25]; b) extracellular matrix [26]; c¢) vascularization [27], and
d) cytokines [28]. The PRF acts on these four factors mentioned. It
presents growth factors and cytokines in its fibrin meshes, which work
over cell interaction [10,29], operating as an extracellular matrix for the
migration of undifferentiated mesenchymal cells [30,31], and increasing
angiogenesis [32].

The PRF membrane continually releases growth factors for up to
7 days after its application [10], working over undifferentiated

mesenchymal cells, angiogenesis, collagen I synthesis, and fibronectin
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[25,33]. Such PRF features may explain a more compact bone formation
in the 14 and 28 days groups that received the PRF membrane, as
observed in qualitative histological analyses.

In comparison with the 28 days group without PRF, the 14 days
group with PRF presents similar results regarding the conformation of
newly formed bone in the interface. This suggests that the association of
PRF to autogenous bone results in fast graft maturation and
consolidation, increased bone density, increased osteogenesis rate, and
better quality of the new bone [34,35].

It was also observed a higher amount of blood vessels in the
period of 14 days for the group with PRF. Moreover, the vessels in the
group with PRF seem to have more defined endothelium and lumen
when compared to the group without PRF. The fibrin matrix could
promote angiogenesis [36,37] by the presence of the vascular endothelial
growth factor (VEGF) [38], which is an angiogenesis inducer [39]. The
PRF seems to favor the presence of VEGF when associated with
xenogeneic bone.

In histological analyses of 14 days by Toluidine Blue, it was
verified that in bone matrices the cells were stained with higher density
in the group with PRF, suggesting that osteoblastic cells present intense
mitotic activity in this region [40]. This may be explained by the release
of TGF-b by PRF; such growth factor stimulates mitogenesis of pre-
osteoblasts and osteoblasts [29] by its immediate effect on the expression
of RUNX2 factor, which activation is essential for osteoblastic
differentiation [41].

The TGF-b is released from the PRF for up to 14 days in the

regeneration site [42]. The more compact conformation of the newly
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formed bone after 28 days might come from the ongoing release of this
growth factor (Figures 1 and 2), besides the group without PRF
presenting stained cells with higher intensity in this period of time,
which shows that from this moment on its osteoblastic differentiation
was starting, that is, its physiological bone consolidation.

Furthermore, the success of the autogenous bone graft depends on
close contact with the host tissue [43] The PRF membrane interposed
between the graft and the host tissue does not impair bone formation in
this region, it rather improves the formation and organization of the bone
callus in the periods of time studied, thus working as a connective tissue
between host tissue and bone graft.

A rabbit animal model was used in the present study, considering
such animals present bone density, fracture resistance, and post-trauma
bone repairing similar to human beings [44] However, studies show that
PRF attainment in rabbits is not recommended because the time for
blood collection in their veins and arteries do not allow fast blood
sampling due to the lack of blood volume and pressure, so that blood
partially clots outside the tube, which impairs PRF formation and makes
it useless for clinical application [45] The use of the vacuum system was
crucial for the success of PRF membrane attainment in the rabbits of the
present research; it enabled fast collection (without blood clotting before
centrifugation) with the required volume, allowing de attainment of the
PRF membrane, thus representing the protocol adopted for obtaining
PREF in rabbits.

Moreover, the time of 14 days and 28 days for assessment of
results allowed verifying the difference of bone formation in initial

moments of the graft consolidation process, considering the full cycle of
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cortical bone remodeling of rabbits is faster than that of human beings,
which was observed after 42 days. Therefore, it may be assumed that the
findings in the time of sacrifice of 60 days correspond to a 6-month
period in human beings [46] which is the required waiting time for the
installation of osseointegrated implants in areas submitted to bone

reconstruction .[47]

CONCLUSION

The hypothesis of the study was accepted once histological data
showed that in the PRF group bone remodeling occurred more
intensively. The interposition of the platelet-rich fibrin membrane
between bone graft and host tissue seems to be a feasible method in

rabbits with potential to work with a connective tissue in the interface.
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