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Resumo

Resumo

Batista MA. Estudo experimental comparativo entre o plasma rico em plaquetas e
o centrifugado de medula dssea na consolidacdo de falha em tibia de coelho:
avaliagdo radiografica, tomografica e histomorfométrica [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 65p.

Procurou-se valiar comparativamente o efeito do plasma rico em plaquetas (PRP)
e do centrifugado do aspirado de medula 6ssea (CMO) na inducdo da
consolidacdo 6ssea no coelho. Utilizaram-se vinte coelhos adultos, machos, da
raca Nova Zelandia. Foram separados aleatoriamente em dois grupos iguais e
operados para a realizacdo de uma falha éssea (orificio cortical de 3,3mm de
didmetro) na metafise proximal da tibia direita. No primeiro grupo implantou-se o
PRP associado ao [ fosfato tricalcico (grupo PRP) e no segundo, o CMO
associado ao B fosfato tricalcico (grupo CMO). Apés um periodo de quatro
semanas, 0s animais foram submetidos a eutanasia e as tibias avaliadas através
de radiografia digital, tomografia computadorizada e histomorfometria. Ao final,
avaliaram-se os resultados de sete amostras de cada grupo. A avaliacado
radiografica confirmou a auséncia de fraturas no membro no pés-operatério e a
ocorréncia, ou nao, de consolidagdo. A avaliagdo tomografica mostrou uma
consolidacdo superior e a formacdo de maior espessura da cortical 6ssea no
grupo PRP. A histomorfometria determinou uma maior ossificagdo no grupo PRP
em relacdo ao CMO. Apdés quatro semanas, o plasma rico em plaquetas
proporcionou uma melhor consolidacdo do que o centrifugado de aspirado de
medula 6ssea.

Descritores: plasma rico em plaquetas, medula éssea, consolidacéo de fratura,
radiologia, tomografia, histologia.
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Summary

SUMMARY

Batista MA. Experimental comparative study of platelet-rich plasma and
centrifuged bone marrow on the induction of bone healing in tibia of rabbits:
radiographic, tomographic and histomorphometric evaluation. [tese]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2010. 65p.

To perform a comparative analysis of the effect of platelet-rich plasma (PRP) and
centrifuged bone marrow aspirate (CBM) on the induction of bone healing in
rabbits. Twenty adult, male, New Zealand rabbits were randomly separated into
two equal groups, and surgery was performed to create a bone fracture (cortical
orifice of 3.3mm in diameter) in the proximal metaphysis of the right tibia. In the
first group, PRP was implanted, associated with B-tricalcium phosphate (PRP
group) and in the second, CBM associated with B-tricalcium phosphate (CBM
group). After a period of four weeks, the animals were submitted to euthanasia
and the tibias evaluated through digital radiography, computed tomography and
histomorphometry. At the end, the results of seven samples from each group were
evaluated. The radiographic evaluation confirmed the absence of fractures in the
postoperative limb, and the occurrence, or not, of bone healing. The tomographic
evaluation showed better healing, and the formation of greater cortical bone
thickness in the PRP group. The histomorphometry determined greater ossification
in the PRP group, compared with the CBM group. After four weeks, the platelet-
rich plasma provided better bone healing than the centrifuged bone marrow
aspirate.

Descriptors: platelet-rich plasma, bone marrow, fracture healing, radiology,
tomography, histology.

e —
Marco Antonio Batista



1 INTRODUCAO



Introdugcéao

2

1.  INTRODUCAO

Existe uma necessidade do desenvolvimento de procedimentos
terapéuticos mais seguros, eficientes e eficazes para a consolidacao das fraturas
(Alonso, Burgess e Browner, 1996), assim como para a reconstrucdo 6ssea
(perdas 6sseas) ou substituicdo de segmentos ésseos. H4 uma demanda elevada
decorrente do crescente numero de pacientes vitimas de acidentes e
traumatismos (quedas, acidentes de transito, acidentes de trabalho, agressodes e
demais causas externas de morbidade) (OMS, 2004; IPEA, 2003) e de pacientes
acometidos por patologias ortopédicas (idiopaticas, degenerativas, metabdlicas,
infecciosas, autoimunes, congénitas e neoplasicas). A previsdo do crescimento
acelerado da parcela da populacdo adulta e do aumento da expectativa de vida
no pais (rdpido processo de envelhecimento relativo e conseqlente aumento
proporcional da populacao idosa) (IBGE, 2008) e o agravamento das condi¢des
urbanas decorrentes da concentracdo continua (aumento da ocorréncia de
acidentes de transito (OMS, 2004; IPEA, 2003) e de agressoes) tornam urgente a
procura por procedimentos inovadores, porém praticos e possiveis de serem
executados na maioria dos hospitais publicos do sistema Unico de saulde

(equidade).

Pesquisadores buscam a melhora da compreensdo da fisiologia da
consolidacao 6ssea (Einhorn, 1998), da evolucdo nas técnicas cirlrgicas de
fixacdo interna e externa das fraturas (Alonso, Burgess e Browner, 1996) e as

melhores solugdes para as possiveis seqglelas e complicagdes, como a
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consolidacao viciosa, o atraso e a auséncia de consolidacdo (pseudo-artrose)

(Croci, 1997).

Novos recursos e tecnologias sdo continuamente incorporados ao arsenal
terapéutico do ortopedista. Atualmente, avaliam-se drogas administradas por via
sistémica, principalmente os medicamentos utilizados no tratamento e prevencao
da osteoporose como os bisfosfonatos (Guarniero et al., 2007; Santana, 1999),
0s agentes osteocondutores, substitutos 6sseos sintéticos (De Long et al., 2007)
ou compositos (biolégico-sintético), e os agentes osteoindutores, plasma rico em
plaquetas (PRP) (Anitua, 1999; Whitman e Barry, 1998; Andrew et al., 1995;
Lind et al., 1993), concentrado do aspirado de medula éssea (CMO) (Connoly,
1995; Connoly, 1998; Paley, 1988; Sharma et al., 1992), proteinas
morfogenéticas 6sseas (BPMs) (Urist, 1965; Lieberman, Daluiski e Einhorn,
2002) e terapia genética (Hannallah et al., 2002). Os aparelhos para
osteoestimulagdo através de campo eletromagnético pulsatili (Donley e Ward,
2002), de microcorrentes elétricas (Esquisatto et al., 2006) e de ondas de

choque extra-corporeas (Valchanov e Michailov, 1991), também, sdo avaliados.

Os resultados clinicos dos materiais osteocondutores e osteoindutores
sintéticos ainda sado controversos. Quando necessario, o enxerto 6sseo autélogo
(autoenxerto) retirado do iliaco ainda é o mais utilizado e considerado o “padrao-
ouro” como agente osteocondutor, osteogénico e osteoindutor (Sen e Miclau,

2007).

e —
Marco Antonio Batista



Introdugcéao

Nem sempre, € possivel ou indicado, a utilizagdo do autoenxerto ésseo
retirado do iliaco, ou de outra regido doadora do paciente, devido a necessidade
da realizacdo de uma segunda operacdo, a limitacdo do estoque ésseo e as
possiveis complicagdes (cicatriz antiestética, risco de dor, risco de alteracao da
sensibilidade local e infeccao) (D’Elia, 2009). Nesses casos, os biomateriais
osteocondutores sintéticos (hidroxiapatita, B fosfato tricalcico, outros fosfatos e
carbonatos, colageno, compdsitos e demais arcabougos ou materiais
carreadores) sao opcdes viaveis, principalmente, quando utilizados em
associacdo com fatores biolégicos autdlogos osteoindutores: plasma rico em
plaguetas (Delgado, Bonatelli e Alves, 2009), concentrado do aspirado de
medula 6ssea (Vaz, 2006), fatores de crescimento tecidual (Lieberman, Daluiski,
e Einhorn, 2002). Dentre estes, destacam-se o plasma rico em plaquetas (PRP) e
o centrifugado do aspirado de medula éssea (CMO), utilizados em associagcao
com osteocondutores sintéticos, devido a praticidade, a facilidade técnica de
obtencdo, ao processamento no intra-operatério, a nao imunogenicidade, a nao

transmissibilidade de doencas e ao baixo custo.

Procurou-se avaliar a eficacia de dois agentes osteoindutores, o plasma
rico em plaquetas e o centrifugado do aspirado de medula éssea, associados ao 3
fosfato tricalcico, um agente osteocondutor sintético comercial, através de um
estudo prospectivo controlado em modelo experimental em coelhos, e comparar a
qualidade do tecido 6sseo formado nas falhas das tibias preenchidas com os dois
compostos. Essa informacéo, possibilita a escolha do agente osteoindutor mais

eficaz.
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2. OBJETIVOS

Avaliar e comparar o efeito osteoindutor do plasma rico em plaquetas
(PRP) e do centrifugado do aspirado de medula 6ssea (CMO) na consolidacao de

falhas 6sseas na tibia de coelhos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Consolidacido Ossea

Diferentemente de outros tecidos, o o0sso consolida formando um
regenerado com basicamente todas as propriedades do tecido antigo,
principalmente em criangas e individuos jovens, o que lhe confere uma
caracteristica especial (Einhorn, 1998). Apesar do avanco na tecnologia médica e
no manejo das lesées musculo-esqueléticas nos ultimos trinta anos, algumas
fraturas apresentam uma baixa taxa de consolidagdo e outras demoram longo
tempo para consolidar o que estimula a pesquisa clinica de fatores que possam

influenciar nesse processo.

A consolidacao das fraturas, das osteotomias, dos alongamentos 6sseos e
das artrodeses, continua sendo um desafio para a traumatologia e ortopedia,
devido a vérios fatores, que podem ser divididos em dois tipos: a) fatores locais:
grau de energia causadora do trauma, vascularizacdo sanglinea da regiao
acometida, tipo de osso fraturado (esponjoso ou cortical), presenca de infeccao,
falta de imobilizacao rigida do segmento 6sseo; b) fatores sistémicos: diabetes

melitus, tabagismo, uso de corticosterdides, imunedepresséao e idade.

Nessas situacdes podemos ter duas complicacbes freqlentes do
tratamento: o retardo de consolidagdo e a pseudoartrose (Croci, 1997). A

consolidacao das fraturas segue uma sequiiéncia bem determinada de fases
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continuas e que se superpéem, podendo resumidamente, dividi-las e quantifica-
las em termos do tempo total de consolidacdo em fase inflamatéria (10%), fase de

reparacao (40%) e fase de remodelagao (70%) (Frost, 1989).

O tempo de consolidacdo das fraturas varia muito conforme o o0sso
envolvido, e no mesmo 0sso conforme a localizacdo (epifisaria, metafisaria ou
diafisaria). O retardo de consolidagao é definido como o aumento do periodo de
tempo para a consolidacdo de determinada fratura, ou seja, o processo de
consolidagdo nado avanca no ritmo usualmente esperado para aquela fratura

(Croci, 1997).

A pseudoartrose ocorre quando o processo de consolidacdo de uma fratura
ou osteotomia cessa, aparecendo os sinais clinicos e radiolégicos de que a
consolidacao 6ssea parou, com alta probabilidade de ndo consolidacédo (Croci

1997).

3.1.1 Fatores de Crescimento

Fatores de crescimento sdo proteinas secretadas pelas células que agirao
em determinadas células alvo, levando a uma agado especifica (Lieberman,
2002). Existem trés tipos de acao dos fatores de crescimento: a) autécrina, na
qual os fatores de crescimento agem nas células originais ou em outras células

com o mesmo fendtipo, b) paracrina, na qual os fatores de crescimento agem em
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células vizinhas, porém com fenoétipo diferente; e ¢) enddcrina, na qual os fatores
de crescimento agem em células com outro fenétipo e localizadas a distancia. O
fator de crescimento pode ter efeitos em mdltiplas células e induzir varias funcoes

em varios tecidos (Trippel et al., 1996; Lieberman, Daluiski e Einhorn, 2002).

Os prooncogenes que sdao homologos aos retrovirus e estao presentes em
varios tecidos e devem regular a expressdo genética para que os fatores de
crescimento e os receptores possam desempenhar suas funcoes. A alteracdo na
expressao dos prooncogenes tipo ¢, presentes principalmente no tecido ésseo,

pode levar a doencas como a fibrodisplasia ou a osteopetrose (Einhorn, 1998).

Os fatores de crescimento que agem na consolidacdo 6ssea sao as
proteinas morfogenéticas 6sseas (BPMs), o fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), o fator de crescimento transformador tipo beta (TGF-B), o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento insulinico
(IGF), as prostaglandinas (PGE-1 e PGE-2), as somatomedinas, o fator de
crescimento epidermal, os fatores angiogénicos, a fibronectina, as interleucinas 1
e 2 (IL-1 e IL-2), o fator ativador de osteoclastos, as bradicininas e o fator de

necrose tumoral (Croci, 1997; Lieberman, Daluiski e Einhorn, 2002).

As proteinas morfogenéticas: BPM-2 e BPM-7, possuem papel
fundamental na consolidacéo éssea. Elas fazem parte da superfamilia dos fatores
de crescimento transformador B (TGF-B). Varios trabalhos cientificos associam a

proteina morfogenética-2 recombinante (rhBPM-2) ou a proteina morfogenética-7
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recombinante (também chamada de “osteogenic protein-1” ou OP-1) aos agentes
osteocondutores como o enxerto ésseo autdégeno, os substitutos 6sseos sintéticos
e materiais inertes como a esponja de colageno (Gelfoam®), mostrando
resultados positivos, com melhor e mais rapida taxa de consolidacao éssea
(Trippel et al., 1996; Bostrom e Camacho, 1998; Bames et al., 1999; Vaz, 2006;

Bibbo, Patel e Haskell, 2009).

As plaquetas sanglineas contém fatores de crescimento que sao liberados
de seus granulos logo apés a formagédo do coagulo (Marx, 2001). Os niveis de
PDGF e TGF-B foram identificados e quantificados por radioimunensaio e verifica-
se que ha uma relacao entre a capacidade osteoindutora e a concentracéo local
de plaguetas (1.000.000/ml de PRP) (Landesberg, Roy e Glickman, 2000;

Haynesworth, Kadiyale e Liang, 2002).

Na administracdo local de fatores de crescimento, o plasma rico em
plaquetas (PRP) & um produto autégeno e rico em quatro fatores de crescimento
(PDGF, TGF-B, VEGF, EGF) que sao liberados dos granulos alfa apds a ativacao

plaquetaria (Andrew,1995; Anitua, 1999).

A ativacao plaquetaria ocorre apés uma fratura ou uma intervencao
cirurgica pela liberagdo da trombina e do colageno subendotelial. O fator de
crescimento derivado da plaqueta (PDGF) guia a revascularizagédo, a sintese de
colageno e promove a formacao 6ssea, iniciando o processo de consolidacao das

fraturas (Slater et al.,1995; Marx et al.,1998).
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No plasma rico em plaquetas existem dois tipos de fatores transformadores
de crescimento B, o TGF-B1 e o TGF-B2, que sao fatores ligados a cicatrizacéo
do tecido conjuntivo e do tecido 6sseo (Nielsen et al., 1994; Summer et al.,

1995).

Alguns estudos com o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) apresentam
controvérsias, parecendo que o mesmo também atua como um carreador
fisiolégico de outros agentes osteoindutores e outros relatam ainda nao haver
evidéncia clinica do seu beneficio na consolidagao das fraturas (Griffin, Smith e

Costa, 2009).

3.1.2 Medula Ossea e Células-Tronco

A medula 6ssea é um 6rgdo composto por dois sistemas principais que
originam linhagens celulares distintas, o sistema hematopoiético e o seu estroma
de suporte (Bianco, 2001; Vaz, 2006). Existem dois grupos de células-tronco na
medula éssea: as células-tronco hematopoiéticas, que dao origem as células
sanglineas e as células do sistema imune, e as células-tronco do estroma ou
mesenquimais, que s&o capazes de se diferenciar em diversos tipos de tecidos,

como 0sso, cartilagem, tendao e musculo (Beresford, 1989, Lin, 1998).
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A cultura de células-tronco mesenquimais obtidas da medula éssea é um
processo complexo e caro. Desta forma, € mais viavel administrar diretamente o
aspirado da medula 6ssea no local desejado. O centrifugado do aspirado de
medula éssea é a fonte mais acessivel de células-tronco mesenquimais

pluripotentes adultas (Vaz, 2006).

O tecido ésseo também apresenta a capacidade de induzir a osteogénese
(Urist, 1965; Biliring e Urist, 1967). A matriz organica do osso e a dentina,
mesmo na auséncia de células vivas, contém proteinas 6sseas morfogéneticas
(“Bone Morfogenetic Proteins”), responsaveis pelo principio da indugdo éssea

(Urist, 1965; Urist et al., 1967; Urist e Strates, 1971; Urist e lwata, 1973).

A osteoinducao depende da integracdo substrato-célula: os macréfagos
reabsorvem primeiramente a antiga matriz morta e, em seguida, as células-tronco
mesenquimais sdo induzidas pelos fatores de crescimento a se transformarem em
células osteoprogenitoras e, finalmente, em osteoblastos (Katthagen e

Mittelmeier, 1984).

A célula-tronco é uma célula indiferenciada, proveniente do embrido, feto
ou adulto, que apds receber um estimulo (fator de crescimento) tem a capacidade
de se auto-renovar e dar origem a células especializadas (Beresford, 1989;

Muschler e Midura, 2002).
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Quando uma célula-tronco se divide, da origem a duas células: a célula
progenitora que se prolifera simetricamente e, quando se diferencia e multiplica,
forma os tecidos maduros e a célula filha que possui 0 mesmo fenétipo e todas as
propriedades da célula-tronco mae original (auto-renovacao) (Muschler e Midura,

2002).

Yoo e Johnstone (1998) relatam que os osteoblastos locais participam de
uma extensao limitada na consolidacao das fraturas e que a presenca de células-
tronco osteoprogenitoras de novos osteoblastos é fundamental para o sucesso da
consolidacao déssea. Uma falha neste processo pode levar ao retardo na

consolidacao éssea ou a pseudoartrose.

3.2 Enxertos e Substitutos Osseos

Burkus (2002) e De Long (2007) afirmam que os enxertos ésseos
autdbgenos apresentam trés propriedades distintas:  osteogenicidade,

osteocondutividade e osteoinducéo.

O enxerto 6sseo autdgeno retirado da crista iliaca estd consagrado e é
considerado como “padrao-ouro”. Apresenta, porém, algumas desvantagens
como o defeito gerado na area doadora, a dor no pos-operatério, a dificuldade de
aceitacao pelo paciente e a limitacdo na quantidade de enxerto (Sem e Miclau,

2007; D’Elia, 2009).
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As estratégias terapéuticas empregadas que visam complementar ou
substituir a necessidade de enxerto ésseo autégeno compreendem a implantacao
de suportes teciduais (Delagado, Bonatelli e Alves, 2009) (enxertos semi-
sintéticos ou sintéticos), a administracao local de fatores de crescimento (Nielsen

et al.,1994) e o transplante de células-tronco mesenquimais (Vaz, 2006).

Kadiyala et al. (1997) relatam que ocorre a consolidacao 6ssea completa
em um defeito 6sseo segmentar no fémur de ratos com a implantacao de cilindros

porosos de fosfato tricalcico juntamente com células-tronco mesenquimais.

Assim como o enxerto 6sseo autdbgeno, os substitutos dsseos sintéticos
ou semi-sintéticos (agentes osteocondutores) agem como um arcabouco para o
crescimento 6sseo e sdo absorvidos gradativamente, parcial ou completamente,

pelo organismo, conforme a sua composic¢ao.

As bioceramicas apresentam a propriedade osteocondutora basicamente.

A hidroxiapatita (Caio (POs)s (OH).) é a mais utilizada.

Dentre as bioceramicas sintéticas, o B fosfato tricalcico apresenta uma
absorcao gradual pelo organismo, mantendo a resisténcia mecanica do material

até que a consolidacao 6ssea fisiol6gica se concretize (Delécrin et al., 2000).
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A associacao entre as bioceramicas e os agentes osteoindutores (rhBMP-
2, rhBMP-7, centrifugado de medula 6ssea e o plasma rico em plaquetas)
(Lieberman, Daluiski e Einhorn, 2002; Marx et al.,, 1998) é uma opcao de

tratamento, alternativo ao uso de enxertia éssea autégena.

e —
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4. METODOS

O protocolo de pesquisa foi elaborado de acordo com a Lei n® 11.794 de 8
de outubro de 2008 que estabelece os procedimentos para o uso cientifico de
animais, aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(protocolo de pesquisa n® 1052/06 aprovado pela CAPPesq-HCFMUSP em 14 de
marco de 2007) e seguiu os procedimentos de manutencdo, manejo, sedacgao,
analgesia, anestesia e eutanasia para pequenos animais estabelecidos na versao

em espanhol do Manual do Canadian Council on Animal Care (CCAC, 1998).

4.1 Modelo Experimental de Consolidacdo Ossea em Tibia de Coelho

Para avaliar a eficacia de dois agentes osteoindutores, o plasma rico em
plaquetas e o centrifugado do aspirado de medula éssea e comparar a qualidade
do tecido 6sseo formado, decidiu-se realizar um estudo prospectivo controlado em
modelo experimental de consolidagao 6ssea de falhas produzidas por perfuragoes

monocorticais na face antero-medial da metafise proximal das tibias de coelhos.

Utilizaram-se vinte coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia,
albinos, adultos, machos, com peso médio de 2700g, clinicamente saudaveis, de
origem comercial e mantidos no Biotério do Hospital Universitario (HU) de

Londrina.
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Para a avaliacdo dos agentes osteoindutores autolégos, formaram-se dois
grupos experimentais com dez coelhos cada, distribuidos de forma aleatéria. O
primeiro grupo recebeu plasma rico em plaquetas (grupo PRP) e o segundo,
centrifugado do aspirado de medula 6ssea (grupo CMO). Os dois tipos de agentes
osteoindutores foram associados a um agente osteocondutor absorvivel
comercial, o B fosfato tricalcico (Cerasorb® M - Curasan AG International -
Kleinostheim, Alemanha), com tamanho de grao de 500 a 1.000um, 65%

porosidade e poros de 5 a 500um.

Os animais foram trazidos unitariamente do Biotério do Hospital
Universitario (HU) de Londrina para o Laboratério de Técnica Cirurgica do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Londrina - UEL, sendo
anestesiados, apds pesagem, conforme o protocolo de anestesia para pequenos
animais do Canadian Council of Animal Care (CCAC, 1998) com aplicacido
intramuscular na regido proximal do membro pélvico esquerdo de uma solucao
contendo 40mg/kg de peso de hidrocloridrato de dextrocetamina a 10% associada
a 5mg/kg de peso de cloridrato de xilazina a 2%. Cada coelho, sob anestesia, foi

tatuado na orelha direita com numeros de 1 a 20.

Para a preparacédo do plasma rico em plaquetas (Arenas, 2010), colheu-se
uma amostra sanglinea de 9ml por puncao cardiaca dos coelhos do grupo PRP
(Figura 1). A amostra de sangue de cada animal, distribuidos em 3 tubos de
ensaios estéreis de 5ml contendo 0,3ml de anticoagulante ACD-A-citrato
dextrose, foi encaminhada ao Laboratério de Pés-graduacado Medicina Interna do

Centro de Ciéncias da Saude da UEL e centrifugada durante dez minutos a uma
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rotacdo de 1200rpm (centrifuga FANEM 4 - modelo 280R), na temperatura

ambiente.

A fracdo separada (fracao intermediaria, regiao da nuvem de leucécitos ou
“buffy coat”) (Figura 2), relativa ao plasma rico em plaquetas foi transferida para
outro tubo estéril e armazenada. Na seqliéncia, acrescentou-se 0,2ml de
gluconato de célcio a 10% ao tubo com PRP e, apds alguns minutos, obteve-se a
formacao de um codagulo (ativagcdo do PRP). Apds esse processamento, o tubo
com PRP ativado retornou ao Laboratério de Técnica Cirurgica, pronto para o uso

no procedimento operatoério.

Realizaram-se as tricotomias, com maquina de corte elétrica, na regido da
tuberosidade tibial anterior até a metade da perna, nos coelhos dos dois grupos, e
na regiao da crista iliaca direita nos animais do grupo CMO e fez-se a anti-sepsia
€ assepsia, respectivamente, com degermante digluconato de clorexidina a 2% e

solucao alcodlica de digluconato de clorexidina a 0,5%.

e —
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Figura1 Detalhe da puncao cardiaca do animal para coleta de sangue e
preparacao do plasma rico em plaquetas (PRP)

PRP Plazma Rico em Plaguetss
e leucdertos

/ \

B 4

PPP - Plasma Pobre em Plaguetas

Mrvems de leimdeitos

Eritrdertos.Bldbule Vermelhos

Figura2 Regido da fracdo separada intermediaria relativa ao plasma rico em
plaquetas (PRP) no tubo apds centrifugacdo durante dez minutos a
uma rotacédo de 1200rpm (reproducédo autorizada da ilustracao original

de Arenas, 2010)
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Para a preparacao do centrifugado do aspirado de medula éssea, colheu-
se uma amostra de 5ml, através de puncao medular no osso iliaco direito dos
coelhos do grupo CMO e aspirou-se 5ml da medula 6ssea através de forte sucgao
com uma seringa embebida internamente com uma solucao de heparina a 1:1000

(Figura 3).

Este material foi imediatamente enviado, em recipiente resfriado, ao
Laboratério de Poés-graduacdo Medicina Interna para processamento. No
laboratério, a amostra de medula 6ssea foi transferida para um tubo estéril e
centrifugada a 400rpm durante dez minutos. Na fracdo intermediaria formada
apos a centrifugacado (“buffy-coat”), encontram-se as células do estroma da
medula 6éssea, com as células-tronco mesenquimais e 0s precursores
hematopoiéticos. A fracdo assim obtida, foi homogeneizada no agitador tipo
vortex. Em seguida, aplicou-se o corante azul de Trypan numa amostra de 50pl,

separada em tubo Eppendorf, para avaliar a viabilidade celular.

As células viaveis, com membrana citoplasmatica integra, nao
apresentavam coloragdo. Considerou-se a amostra viavel, quando a contagem
por microscopia o6tica de células coradas, nao foi significativa (Vaz, 2006). Apos
teste de viabilidade celular, um volume de cerca de 0,5ml do centrifugado do
aspirado de medula 6ssea (CMO) restante foi encaminhado ao Laboratério de

Técnica Cirurgica para o uso na operagao.

e —
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Figura3 Aspiragdo de 5ml da medula 6ssea do coelho através de forte sucgéo
com uma seringa embebida internamente com uma solugdo de
heparina a 1:1000

-
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Previamente aos procedimentos operatérios nas tibias, realizou-se uma
infiltracdo de anestésico local, cloridrato de bupivacaina a 0,5%, sem
vasoconstritor, para melhora da analgesia no pds-operatoério. Para o procedimento
operatério, posicionou-se o animal em decubito dorsal horizontal, ainda sob
anestesia geral. Executou-se uma via de acesso cutdnea de 1,5cm na face
antero-medial da perna direita, sobre a regido regidao metafisaria préximal da tibia,
afastamento das partes moles e abertura do peridsteo. Em seguida, perfurou-se a
regiao da transicado metafisaria-diafisaria medial da tibia exposta com uma trefina
odontolégica de 3,3mm de diametro. Utilizou-se uma perfuratriz odontoldgica
(NSK, Surgical XT) com rotagdo controlada (800rpm) para ndo causar lesao

térmica local no tecido 6sseo (Figura 4, A-C).

No grupo PRP, depositou-se o coagulo de plasma rico em plaquetas (PRP)
sobre o B fosfato tricalcico numa placa de Petri, formando um cilindro que foi

introduzido na falha 6ssea (Figura 4, D-F).
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Figura4 Procedimentos do modelo experimental de consolidacdo éssea em
tibia de coelho: (A) via de acesso; (B) perfuragdo éssea com trefina
de 3,3mm de diametro e perfuratriz odontolégica com rotacao
controlada (800rpm); (C) falha déssea na face &antero-medial da
metéfise proximal da tibia direita; (D) preparacdo do cilindro de
plasma rico em plaquetas e de B fosfato tricalcico e (F) implantagao
do cilindro de PRP e BTCP

-
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No grupo CMO, homogeneizou-se o centrifugado do aspirado de medula
O0ssea e o B fosfato tricalcico. O material pastoso resultante foi introduzido na

falha 6ssea da tibia.

Terminados os procedimentos de preenchimento das falhas Osseas,
suturou-se a pele dos animais com fio cirdrgico de poliamida (“mononylon”)
espessura 3-0. Nao foi realizado curativo oclusivo ou imobilizagdo do membro

operado.

Apbs o término das cirurgias, os animais receberam uma dose de 20.000
Ul’kg de medicacao antibiética a base de penicilina G benzatina e procaina
(Pencivet® Plus PPU) e uma dose de 10mg/kg de anti-inflamatério piroxicam por

via intramuscular.

Aguardou-se a recuperacao anestésica completa. A seguir, cada coelho foi
levado em gaiola individual de transporte ao biotério de manutencao. Permitiu-se

carga normal nos membros no pés-operatério imediato.

Os animais foram mantidos vivos por um periodo de seguimento de quatro
semanas apo0s a operacado, tempo suficiente para a consolidacdo éssea em

coelhos (Guarniero et al., 2007; Vaz, 2006).

A eutanasia foi realizada com uma injecao letal intracardiaca de cloreto de

potassio a 20% (CCAC, 1998), com os animais sob anestesia geral, através de
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inje¢cdo intramuscular com solu¢cdo de hidrocloridrato de dextrocetamina e
cloridrato de xilazina (CCAC, 1998), como nas operacdes, respeitando-se a
resolucao n® 714 de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria e a Lei n®

11.794 de 8 de outubro de 2008.

Para a retirada das tibias, realizou-se a desarticulacdo do joelho do
membro pélvico direito e, a seguir, a osteotomia da tibia logo acima do tornozelo.
As tibias retiradas, foram devidamente dissecadas das partes moles, com cuidado
especial na regiao proximal das tibias, imediatamente, acondicionadas em frascos
apropriados com solucdo tamponada de formol a 10% e identificadas com o

numero do respectivo animal.

As tibias contra-laterais (esquerdas) foram retiradas da mesma forma e
submetidas a exame de densitometria 6ssea (densitbmetro 6sseo Lunar DPX)
para comprovar a equivaléncia da qualidade 6ssea dos coelhos dos dois grupos

avaliados.
As carcagas dos coelhos foram descartadas conforme o Plano de Gestao de

Residuos em Servicos de Saude (PGRSS-UEL) e as normas de biosseguranca

da Resolugao n°5 de agosto de 1993, do Conselho Nacional do Meio Ambiente.

4.2 Método de Avaliacdo da Consolidacido Ossea

e —
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Compararam-se os resultados de consolidacdo da falha 6ssea das tibias
dos coelhos preenchidas com o plasma rico em plaquetas associado com [
fosfato tricalcico (Cerasorb® M) (grupo PRP) e das falhas preenchidas com o
centrifugado do aspirado de medula 6ssea associado com ( fosfato tricalcico
(grupo CMO) obtidos pela radiografia digital, pela tomografia computadorizada e

pela histologia, através da histomorfometria.

As avaliacbes dos exames de imagem foram realizadas por radiologistas

experientes e independentes (Clinica Ultramed, Londrina, PR).

Apo6s os exames de imagens, as tibias direitas foram submetidas a rotina
histoldgica e as regides referentes as falhas 6sseas (tecido formado na regido
consolidada) a histomorfometria 6ssea para determinacao da formacao relativa de
tecido 6sseo por area (%) em cada amostra, ou seja, determinar o percentual de

ossificacao observado no tecido neoformado na regido consolidada.

4.2.1 Avaliacao radiografica digital

As tibias retiradas ap6s a eutanasia dos animais foram radiografadas nas
posicoes de frente e de perfil a uma distancia de 50cm da ampola de raios X,
identificadas pelo niumero do animal. Utilizou-se um equipamento de radiografia
digital Kodak® Directview CR 850. Apds a digitalizacdo, as imagens foram
adquiridas pelo aparelho GE® Silhoutte 500, sendo processadas e compactadas

para a analise em formato “jpg”. A radiografia digital avaliou a ocorréncia, ou nao,
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de consolidacao. Verificou, também, a ocorréncia de fraturas na tibia (critério de

excluséo).

A andlise radiografica foi realizada conjuntamente por dois radiologistas

(consenso).

4.2.2 Avaliacao tomografica computadorizada

A avaliacao tomografica foi utilizada para confirmar a consolidacao
(maior eficacia do que a radiologia digital) e para a mensuracao da cortical 6ssea
formada na regido da falha consolidada. As medidas foram realizadas em

tomografo computadorizado de 8 canais (GE LightSpeed Ultra™ CT - 8 Slice).

Para medir a espessura da parede cortical 6ssea neoformada ao nivel da
regiao de consolidacdo da falha, realizou-se a aquisicdo axial volumétrica das
amostras em aparelho tomografico de multiplas fileiras de detectores, com
posterior reconstrucdo nos planos das falhas ésseas corticais das tibias. O
programa permite a marcagao das corticais e a mensuracao das distancias entre

pontos determinados pelo radiologista (Figura 5).

e —
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Figura5 Imagem tomografica axial (A) da tibia de coelho do grupo PRP
mostrando a consolidagdo da falha 6ssea e a neoformacdo de uma
cortical de 1,3mm de espessura, (B) do grupo CMO mostrando a nao
consolidacao da falha 6ssea na cortical e (C) reconstrucao da area de
seccdo da tibia pelo programa de computador do tomégrafo
determinada a partir da imagem do mesmo animal do grupo CMO
com a falha ndo consolidada
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4.2.3 Avaliacao Histoldgica (Histomorfometria 6ssea)

A preparagao das amostras para exame histologico consistiu de fixagdo em
formalina a 10% e descalcificagdo posterior em solugédo de acido nitrico a 7% até
que o tecido 6sseo apresentasse consisténcia macia. As amostras foram, entao,
lavadas em &agua corrente e submetidas a cortes transversais em toda a
extensao. Os fragmentos que apresentaram alteracdes macroscépicas na cortical
Ossea (local da falha 6ssea) foram submetidos a rotina histolégica: desidratados
em série crescente de etanol, desengordurados em xilol e embebidos em
parafina. Estes fragmentos 6sseos, incluidos em blocos de parafina e submetidos
a cortes histolégicos de 4um de espessura, foram recolhidos em Iaminas de vidro.
As laminas foram coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE) e
encaminhadas para andlise histométrica por microscépia ética com auxilio de

analisador de imagens.

A estacdo de trabalho para a analise histomorfométrica consistiu de um
microscopio Zeiss® trinocular, com lente objetiva com 4 vezes de aumento e
ocular, de 10 vezes, uma video-camara colorida (Sony CCD - Iris®), com uma
placa digitalizadora de imagens, um microcomputador com processador Pentium®
133 MHz, IBM-PC® compativel, operando em ambiente Windows 95° 32 bits. As
imagens obtidas em 10 campos microscépicos foram digitalizadas com o auxilio
do software Kontron Eletronic 300 (Zeiss®), proporcionando o compartilhamento
dos dados com o processador de textos (Microsoft Word®) e planilha eletronica
(Microsoft Excel®). As micrografias representativas das alteragdes foram

fotografadas (Figura 6).
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A utilizacao deste programa proporcionou a analise, o tratamento, a
interpretacdo e a obtengdo de valores de mensuracdo das estruturas com todas
as variaveis e a distribuicdo automatica dos dados. A transmissdo Optica foi
quantificada a fim de se processar e analisar a imagem e, para que esta seja
quantificada em suas medidas originais, transformou-se a medida da imagem
digitalizada, o pixel, em medida micrometrada, utilizando-se para tal a calibragéo
de pixel em micrometros. A calibracdo das imagens foi realizada para imagens
obtidas em aumentos de 10, 20 e 40 vezes de aumento. O fator de calibracao foi
calculado automaticamente, em pixels, e foi utilizado pelo software para os
céalculos correspondentes em micrdmetros. As imagens foram analisadas pelo
software Kontron Eletronic 300 (Zeiss®) para a determinacdo de area,
comprimento e contagem de particulas, contendo a ferramenta que permitia
identificar determinada estrutura, coloca-la em evidéncia, e automatizar a sua

marcacao.

A area do tecido analisado foi obtida pela delimitacdo da lesdo através de
ferramenta de traco livre do programa analisador de imagem Kontron Eletronic
300 (Zeiss®). Esta rotina semi-automatizada foi realizada em cada campo com
aumento de 40 vezes. Os resultados obtidos em cada campo, correspondente a
area de estruturas 6sseas em micrédmetros quadrados (um?), foram arquivados

em planilha Excel® para posterior andlise estatistica.
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Figura6 Fotomicrografia da consolidagdo da falha éssea de animal (A) do
grupo PRP e (B) do grupo CMO.
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4.3 Analise Estatistica

Na composicao dos grupos, os coelhos foram escolhidos e distribuidos de
forma independente e aleatéria garantindo a imparcialidade dos resultados.
Tomou-se o cuidado de reduzir as interferéncias (“ruidos” ou “bias”) causadas por
variaveis incontrolaveis através da adocao de critérios de inclusdao especificos
para a homogeneizacao dos grupos experimentais (raca, idade, peso e condicao

clinica).

Realizou-se a distribuicao de freqliéncia, absoluta (n) e relativa (%), para a
descricdo e analise da ocorréncia de consolidacdo, uma variavel nominal ou
categoérica, nos grupos PRP e CMO. Para a comparacado das freqiéncias das
classes entre os grupos PRP e CMO (amostras), para a inferéncia sobre a

diferenca das freqiiéncias de ocorréncias, utilizou-se o teste exato de Fisher.

As freqiéncias (interclasses) da ocorréncia de cada atributo (qualidade) foi
apresentada em tabela de contingéncia (Tabela 3) e as proporgdes (%)

intraclasses representadas em graficos de setores (Figura 8).

Para a descricao das amostras e andlise dos dados quantitativos da
densidade mineral 6ssea das tibias contra-laterais (g/cm?) (Tabela 1), do volume
da fracao relativa ao plasma rico em plaquetas (ml) e da viabilidade celular (%)
(Tabela 2), da espessura cortical (mm) (Tabela 4) e do percentual de ossificacao
por area (%) (Tabela 5), grandezas especificas ou variaveis continuas, realizou-se

a estatistica descritiva: média (M), e mediana (MN), no caso de amostras nao
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paramétricas, desvio padrao (DP), erro padrao da média (EPM), valores maximo

(MAX) € minimo (MIN) e nimero de casos (N).

A normalidade das distribuicoes foi testada pelo coeficiente de variagao de
Pearson (CVP) e pela prova de Kolmogorov-Smirnov para variaveis continuas.
Admitiu-se a distribuicdo paramétrica nos casos em que o coeficiente de variagao
de Pearson (CVP) apresentou-se inferior a 30% e que a prova de Kolmogorov-
Smirnov (KS) nao apresentou resultado significante. Em todas as comparagdes
das variaveis continuas entre as amostras dos grupos PRP e CMO, as duas
distribuicbes foram consideradas normais (curvas de Gauss) e, portanto,
adotaram-se testes paramétricos. Utilizou-se o teste t de student para a inferéncia
da diferenca das meédias das variaveis para amostras paramétricas

independentes.

A estatistica descritiva, o coeficiente de variacdo de Pearson (CVP) e o
resultado da prova de Kolmogorov-Smirnov (KS) de cada variavel foram
apresentados em tabelas estatisticas de acordo com os grupos (amostras) PRP e
CMO (Tabelas 1, 2, 4 e 5). A estatistica descritiva de cada variavel comparada foi
representada na forma de graficos de coluna (média + erro padrdo de média)

(Figuras 7,9 e 10).

Adotou-se o nivel de confiangca de 5% (a=0,05).
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Admitiu-se, previamente, que as amostras (grupos) seriam equivalentes.

Utilizaram-se testes bidimensionais ou bilaterais:

(Ho=w - u2 =0)

Os resultados que demonstraram diferencas estatisticamente comprovadas

foram evidenciadas por asteriscos (*) nas tabelas estatisticas (Tabelas 4 e 5).

Utilizou-se o arredondamento cientifico e os resultados foram apresentados
com até trés casas apos a virgula nas tabelas estatisticas e com até duas casas,

ou até o primeiro numero significativo, nos resultados dos testes estatisticos.

Utilizaram-se os programas estatisticos GraphPad Prism®, versdo 2.01
(1996) da GraphPad Software Incorporated®, StatSoft® Statistica 6.0% da Software
Incorporated® e o suplemento de ferramentas de analise de dados (estatistica) do

Microsoft® Excel 2007® da Microsoft Corporation®.
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5. RESULTADOS

Os resultados foram apresentados nas tabelas e gréaficos a seguir.

Na Tabela 1 e Figura 7 apresentaram-se os resultados da densidade
mineral éssea (g/cm?), avaliada por densitometria convencional (raios x), para
avaliacdo da qualidade Ossea das tibias contra-laterais dos coelhos dos grupos
PRP e CMO e comprovacao da equivaléncia entre os grupos previamente ao

experimento.

Na Tabela 2 apresentaram-se os resultados das avaliagdes do volume de
“buffy coat” e da contagem de células viaveis (coloragdo por azul de Trypan)
realizados durante o processamento do centrifugado de aspirado de medula
Ossea para confirmacdo da viabilidade celular previamente a sua aplicagéo

cirurgica.

Para determinar a eficacia da consolidacao éssea, apresentaram-se os
resultados comparativos da ocorréncia da consolidacdo da falhas preenchidas
pelo PRP+BTCP e pelo CMO+BTCP constatadas pela radiografia digital (Tabela 3
e Figura 8), da espessura da parede cortical neoformada (mm) avaliada pela
tomografia axial computadorizada (Tabela 4 e Figura 9) e do percentual de

ossificacao por area (%)medido pela histomorfometria (Tabela 5 e Figura 10).
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TABELA1 ESTATISTICA DESCRITIVA DA DENSIDADE MINERAL OSSEA -
BMD (g/cm?) DAS TIBIAS CONTRA-LATERAIS DOS COELHOS
PREVIAMENTE AO EXPERIMENTO COM PLASMA RICO EM
PLAQUETAS (PRP+BTCP) E COM CENTRIFUGADO DE MEDULA
OSSEA (CMO+BTCP). AVALIACAO DA NORMALIDADE PELO
COEFICIENTE DE VARIACAO DE PEARSON E PELA PROVA DE
KOLMOGOROV-SMIRNOV. COMPARACAO PELO TESTE T DE
STUDENT (0=0,05 BILATERAL)

DENSIDADE MATERIAL DE ENXERTO
MINERAL OSSEA
(g/cm?) PRP + BTCP CMO + BTCP
M 0,264 0,249
DP 0,027 0,060
EPM 0,010 0,021
MAX 0,297 0,292
MIN 0,211 0,107
N 8 8
CVP (%) 10,13 24.01
KS (p) ~0,10 ~0,10
t de student t=0,66 p=0,51
0.3

= —_
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FIGURA7 DENSIDADE MINERAL OSSEA (g/cm? DAS TIBIAS DOS
COELHOS PREVIAMENTE AO EXPERIMENTO COM PRP+BTCP
E COM CMO+BTCP. REPRESENTACAO PELO GRAFICO DE
COLUNAS (M+EPM)
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TABELA2 ESTATISTICA DESCRITIVA DO VOLUME DE “BUFFY COAT" (ml)
E DO PERCENTUAL DE CELULAS VIAVEIS NO
CENTRIFUGADO DE MEDULA OSSEA (CMO). AVALIAGAO DA
NORMALIDADE PELO COEFICIENTE DE VARIACAO DE
PEARSON E PELA PROVA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV.
(0=0,05 BILATERAL)

MATERIAL DE ENXERTO

CELULAS
VIAVEIS Volume de “buffy coat” Viabilidade celular
(ml) (%)

M 0,62 96,36
MN 0,50 -
DP 0,23 3,15
EPM 0,08 1,12
MAX 1,00 99,0
MIN 0,50 89,0
N 8 8
CVP (%) 37,03 3,27

KS (p) 0,07 >0,10
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E RELATIVA

(%), DA OCORRENCIA DE CONSOLIDAGAO DAS FALHAS DAS
TIBIAS DOS COELHOS PREENCHIDAS COM PLASMA RICO EM
PLAQUETAS (PRP+BTCP) E COM CENTRIFUGADO DE MEDULA
OSSEA (CMO+BTCP) AVALIADA PELA RADIOGRAFIA DIGITAL.
COMPARACAO DA FREQUENCIA DE OCORRENCIA DE
CONSOLIDACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (0=0,05

BILATERAL)
CONSOLIDACAO - MATERIAL DE ENXERTO
AVALIAGAO PRP + BTCP CMO + BTCP TOTAL
RADIOGRAFICA S s S
Yo n Yo n Yo
Com consolidacao 7 50,0 7 43,8 15 93,8
Sem consolidagao 0 0,0 1 0,0 0 0,0
Fratura' 1 0,0 0 6,2 1 6,2
TOTAL 8 50,0 8 50,0 16 100,0
Fisher p=1,00

! Fratura com calo, caso ndo considerado para anélise estatistica.

CONSOLIDACAO - AVALIACAO RADIOGRAFICA

- Com consolidagéo

PRP + BTCP BTCP + CMO

- Sem consolidagao

FIGURA 8 FREQUENCIAS RELATIVAS INTRACLASSES (%) DA
OCORRENCIA DE  CONSOLIDACAO DAS  FALHAS

PREENCHIDAS COM PRP+BTCP E COM
AVALIADA PELA RADIOGRAFIA DIGITAL

CMO+BTCP
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ESTATISTICA DESCRITIVA DA ESPESSURA (mm) DA
CORTICAL FORMADA APOS A CONSOLIDAGAO DAS FALHAS
DAS TIBIAS DOS COELHOS PREENCHIDAS COM PLASMA
RICO EM PLAQUETAS (PRP+BTCP) E COM CENTRIFUGADO
DE MEDULA OSSEA (CMO+BTCP) AVALIADA PELA
TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTADORIZADA. AVALIAGAO DA
NORMALIDADE PELO COEFICIENTE DE VARIACAO DE
PEARSON E PELA PROVA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV.
COMPARACAO PELO TESTE T DE STUDENT (a=0,05
BILATERAL)

ESPESSURA MATERIAL DE ENXERTO
CORTICAL
(mm) PRP + BTCP CMO + BTCP

M 1,96 1,00
DP 0,36 0,26
EPM 0,13 0,15
MAX 23 1,2
MIN 1,3 0,7
N 7 3
CVP (%) 18,39 26,46
KS (p) 0,10 -

t de student

t=4,10 p=0,004"

g 2.3
£
= 2.07
13
=
5 1.5-
(&)
T
=3 1.0+
2]
4
Q. 0.9
2 0.5
(11

0.0-

PRP + BTCP CMO + BTCP
FIGURA9 ESPESSURA DA CORTICAL FORMADA (mm) APOS A

CONSOLIDAGAO DAS FALHAS PREENCHIDAS PRP+BTCP E
COM CMO+BTCP. REPRESENTACAO PELO GRAFICO DE
COLUNAS (M+EPM)
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ESTATiSTIQA DESCRITIVA DO PERCENTUAL DE
OSSIFICAGAO POR AREA (%) NO TECIDO FORMADO
APOS A CONSOLIDAGAO DAS FALHAS DAS TIBIAS DOS
COELHOS PREENCHIDAS COM PLASMA RICO EM
PLAQUETAS (PRP+BTCP) E COM CENTRIFUGADO DE
MEDULA  OSSEA  (CMO+BTCP).  AVALIACAO DA
NORMALIDADE PELO COEFICIENTE DE VARIACAO DE
PEARSON E PELA PROVA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV.
COMPARACAO PELO TESTE T DE STUDENT (0=0,05
BILATERAL)

PERCENTUAL DE

MATERIAL DE ENXERTO

OSSIFICAQAO
(%) PRP + BTCP CMO + BTCP
M 65,02 36,88
DP 5,71 9,05
EPM 2,16 3,42
MAX 72,13 48,17
MIN 59,07 26,39
N 7 7
CVP (%) 8,78 24,55
KS (p) >0,10 >0,10
t de student t=6,96 p=0,00*
75
o o
T
= o _
g 10 50
£ —
o O
O & -
Q0
0 25-
a3
0-
PRP + BTCP CMO + BTCP

FIGURA 10 PERCENTUAL DE OSSIFICAGAO POR AREA (%) NO TECIDO

FORMADO APOS A CONSOLIDACAO

DAS FALHAS

PREENCHIDAS COM PRP+BTCP E COM CMO+BTCP.
REPRESENTACAO PELO GRAFICO DE COLUNAS (MtEPM)
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6. DISCUSSAO

O plasma rico em plaquetas (Lind et al., 1993; Andrew et al., 1995;
Marx et al., 1998; Whitman e Berry, 1998; Anitua, 1999; Lieberman, Daluiski e
Einhorn, 2002; Delgado, Bonatelli e Alves, 2009) e o centrifugado do aspirado
de medula éssea (Paley, 1998; Sharma et al., 1992; Connoly, 1995; Connoly,
1998; Vaz, 2006) sdo agentes com agao osteoindutora comprovada. Associados a
materiais sintéticos osteocondutores, estes compoésitos sintético-bioldgicos
poderiam ser utilizados como materiais de preenchimento e de remodelamento,
alternativos ao enxerto désseo autdbgeno, nas cirurgias ortopédicas de

reconstrucdo 6ssea.

O enxerto 6sseo autdgeno (porcdo de 0sso cortico-esponjoso triturado) é
o material de preenchimento mais utilizado nas cirurgias de reconstrucao ésseas
e, atualmente, ¢é considerado o “padrdo-ouro”. Possui propriedades
osteoindutoras e osteocondutoras comprovadas (Sen e Miclau, 2007; D’Elia,

2009).

Neste experimento, procurou-se avaliar e comparar o efeito do plasma
rico em plaquetas e do centrifugado do aspirado de medula déssea na
consolidacdo de falhas 6sseas, associados a um mesmo material osteocondutor
sintético comercial, o B fosfato tricalcico. A utilizacdo de um material sintético

comercial homogéneo facilitaria a identificacdo de eventuais diferencas.
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A decisado de ndo combinar esses agentes osteoindutores ao enxerto 6sseo
autégeno deve-se ao fato de que o enxerto, também, apresenta propriedades
osteoindutoras. Estes efeitos se superporiam as dos agentes estudados e
dificultaria a comprovacao das diferencas entre o PRP e o CMO, objetivo deste

estudo.

Existem poucos estudos publicados sobre a associagcdo de
osteoindutores biolégicos, como o PRP (Delgado et al., 2009), o CMO e outros, e
osteocondutores sintéticos, como as bioceramicas, os materiais a base de

colageno e fibrina e outros.

O animal de experimentacao escolhido foi o coelho por véarios aspectos
como a disponibilidade, a infra-estrutura do biotério do Hospital Universitario (HU)
de Londrina estar adequada a coelhos, a facilidade de manuseio destes animais,
a maior facilidade na técnica operatoria em relacdo aos ratos (dimensodes) e,
principalmente, devido ao tecido 6sseo dos coelhos ser mais semelhante ao dos

humanos, apresentando, inclusive, o sistema de Havers (Masoud et al., 1986).

O estudo de Katthagen e Mittelmeier (1984) mostra que a cicatrizacao do
tecido 6sseo nos coelhos comeca na 22 semana, atinge a maxima atividade na 32
semana e esta completa na 42 semana apds a operacao realizada para obter uma
falha 6ssea de 6,0mm (orificio) no fémur de coelhos, falha significativamente
maior do que a utilizada neste experimento (area da falha quatro vezes maior).
Adotou-se 0 mesmo periodo tempo de seguimento pdés-operatério de quatro

semanas, suficiente para garantir uma completa consolidagao.
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Na técnica operatéria optou-se por realizar uma falha 6ssea (orificio),
semelhante ao referido no estudo de Stein, Silva e Silva (2009). A realizacao de
uma osteotomia da fibula, conforme descrito por Matos, Goncalves e Araujo
(2001), apresenta diversos inconvenientes como a maior variabilidade da posicéo
e do traco de fratura produzida pelo osteotomia, pela falta de homogeneidade das
superficies da fratura, pela instabilidade no foco de fratura, pelo extravasamento
ou extrusdo do material implantado, pelo aumento de intercorréncias e de
problemas associados e de outros fatores ndo controlaveis (morbidade, alteracédo
da vascularizacao local e outros). A producédo de uma falha 6ssea por perfuragéo
facilitou, inclusive, o preenchimento das falhas com os substitutos désseos
utilizados, os compdésitos sintético-biolégicos a base de PRP+B TCP e CMO+8

TCP na forma de massa.

Park et al. (1999) afirmam que ocorréncia de uma lesao térmica no local
da falha 6ssea, devido a realizacdo de perfuracdo com broca em alta rotacéo,
interfere e compromete o estudo do processo de consolidacao éssea. Para evitar
esse problema, utilizou-se uma perfuratriz e trefina (serra-copo) odontolégicas e
realizou-se a perfuracdo em baixa rotagdo (800rpm) para néao gerar calor e evitar,

assim, a ocorréncia de tais problemas.

Ao contrario do procedimento adotado por Stein, Silva e Silva (2009),
preferiu-se nao utilizar a tibia contra-lateral (esquerda) como controle devido a
dificuldade de obter-se um enxerto 6sseo autdgeno ideal (coértico-esponjoso). O

material disponivel no interior da trefina era basicamente osso cortical. Katthagen
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e Mittelmeier (1984) afirmam que o osso cortical tem menor vascularizagéo e
menor poder osteogénico e ndo proporcionam um enxerto autdégeno adequado.
Decidiu-se, também, nao retirar enxerto da crista iliaca (0osso cortico—esponjoso)
ou de outra possivel regido doadora, para ndo aumentar a morbidade e a
dificuldade operatéria, 0 que poderia elevar as perdas de animais por mortes ou

por outros critérios de exclusao.

Da mesma forma que Santos (2007), excluiram-se do experimento os
casos nos quais ocorreram fratura da tibia. A fratura na regido da falha 6ssea
alteraria as condicdes locais do experimento, introduziria fatores ndo controlaveis

e distor¢cdes e interferiria de forma néo previsivel ou controlavel nos resultados.

Com relacdo aos métodos de avaliacdo e quantificacédo, as radiografias
nao trouxeram dados quantitativos em relagcdo a consolidagdo déssea, porém
auxiliaram na avaliacdo da ndo ocorréncia de fraturas no pds-operatério e

também na confirmacéao do local da falha 6ssea realizada na operacao.

Assim como Stein, Silva e Silva (2009), decidiu-se utilizar a radiografia e
a histomorfometria éssea como métodos de controle da consolidacdo. A
realizacdo da avaliacdo da consolidacdo pela tomografia computadorizada foi
introduzida por ser um método mais preciso e eficaz do que a radiografia na
analise da ocorréncia, ou nao, da consolidacao e por permitir uma medicdo da

espessura da cortical formada (avaliagdo quantitativa, objetiva e repetivel).
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No grupo PRP, dois coelhos foram excluidos deste estudo. Um morreu
por complicacao intra-operatéria e um outro foi excluido devido a intercorréncia da
coagulacao da amostra sanglinea antes da preparacao do PRP. Dos oito animais
restantes, um apresentou uma fratura na regido da falha da tibia (Tabela 3 e
Figura 8). As avaliacGes da espessura da cortical pela tomografia e do percentual
de ossificagdo por area do tecido consolidado (histomorfometria 6ssea) foram

realizadas em sete animais do grupo PRP (Tabelas 4 e 5, Figuras 9 e 10).

No grupo CMO, perderam-se quatro animais. Dois por problemas
técnicos na execucao do teste da viabilidade celular da amostra do centrifugado
do aspirado de medula déssea e outro, excluido devido a complicacdo pés-
operatéria de automutilacdo do membro operado. Um quarto coelho foi excluido
devido aos problemas técnicos durante o processamento histoldégico da amostra.
Dos seis animais restantes, um nao apresentou consolidacdo da falha 6ssea
(Tabela 3 e Figura 8). Dois animais foram repostos neste grupo, para manter a
avaliacao tomografica e histomorfométrica de, no minimo, sete animais por grupo

(Tabelas 4 e 5, Figuras 9 e 10).

As tibias contralaterais integras dos coelhos dos grupos PRP e CMO foram
submetidas a exame de densitometria 6ssea para comprovagao da equivaléncia
da qualidade 6ssea dos coelhos de ambos os grupos. Nao se comprovou
diferenca na densidade mineral éssea entre os coelhos dos dois grupos. As
amostras foram consideradas equivalentes e os grupos comparaveis (Tabela 1 e

Figura 7).
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As radiografias ndo permitiram obter dados quantitativos em relacao a
consolidacdo éssea, apenas, a avaliacao qualitativa da ocorréncia, ou nao, da
consolidagdo. Permitiram, também, confirmar a ocorréncia de fraturas no pos-
operatério (critério de exclusao). No grupo PRP todos os casos consolidaram. Um
foi excluido da anadlise por apresentar uma fratura da tibia na regido da falha. No
grupo CMO, um caso nado consolidou. N&do se comprovou, no entanto, diferenga

estatistica entre os grupos (Tabela 3 e Figura 8).

Apés as verificagcdes de ocorréncia de fratura ou de consolidacao, ou néo,
na regidao da falha 6ssea na tibia, apenas as tibias de sete coelhos de cada grupo
foram encaminhadas para a avaliacdo pela tomografia computadorizada e pela

histomorfometria.

A tomografia computadorizada mostrou-se mais confidvel para a
confirmacdo da consolidacdo das falhas nas corticais das tibias e permitiu,
também, uma avaliacdo quantitativa do tecido 6sseo neoformado. Constatou-se
que a espessura da cortical formada na regido da falha do grupo PRP foi superior

(p=0,004*) a do grupo CMO (Tabela 4 e Figura 9).

A histomorfometria das amostras do grupo PRP comprovou uma maior
formacao relativa de tecido 6sseo por area (p=0,00*) do que as das amostras do
grupo CMO (Tabela 5 e Figura 10). Nas imagens fotograficas obtidas das laminas
do grupo CMO, constatou-se uma menor densidade de tecido 6sseo e traves

Osseas regeneradas pouco adensadas (Figura 6).
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As plaquetas sanglineas contém proteinas fundamentais que sé&o
secretadas pelas mesmas para iniciar a cicatrizacdo de qualquer tecido em nosso
organismo, o fator de crescimento das plaquetas (PDGF), os fatores de
crescimento transformadores (TGF-B1 e TGF-B2), o fator de crescimento
endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento epitelial (EGF) (Delgado,

Bonatelli e Alves, 2009).

O PDGF é o primeiro e principal fator de crescimento secretado diante de
qualquer lesdo tecidual, ou seja, sua acao inicia o processo de inducao e
diferenciacao do tecido conectivo, que culmina com a cicatrizacdo da leséo

(Lieberman, 2002; Delgado, Bonatelli e Alves, 2009).

A melhor consolidacdo observada no grupo PRP em relacdo ao grupo
CMO, no periodo de 4 semanas, poderia ser explicada pela diferenca relativa dos
fatores sangliineos encontrados em suas composi¢cées. Por ser um concentrado
de plasma sangiineo rico em plaquetas, o PRP apresenta quantidades
significativamente maiores de plaquetas sanglineas e das proteinas

fundamentais, principalmente de PDGF, do que as encontradas no CMO.

As células-tronco mesenquimais do centrifugado do aspirado de medula
Ossea, poderiam necessitar de um intervalo de tempo maior para uma
consolidacao semelhante a obtida pelo plasma rico em plaquietas (espessura da
parede). No entanto, pelos resultados da histomorfometria, seria dificil acreditar
que o CMO produza a mesma qualidade éssea do PRP, uma vez que ocorreu

formacao significativamente maior de tecido cicatricial (fibro-cartiliagem) nos
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intersticios do tecido ésseo neoformado na regido de consolidacdo da falha
preenchida com CMO, tecidos que dificimente seriam substituidos

posteriormente.

Assim sendo, pdde-se inferir que as plaquetas agem decisivamente no
inicio da consolidacdo 6ssea e explicaria a melhor consolidacdo observada no

grupo PRP em relagédo ao grupo CMO, no tempo de 4 semanas.

Constatou-se a ocorréncia de uma melhor consolidagdo, com maior
quantidade de tecido 6sseo nas amostras do grupo plasma rico em plaquetas e B
fosfato tricalcico (grupo PRP), em relacdo as amostras do grupo centrifugado do
aspirado de medula éssea e B fosfato tricalcico (grupo CMO); fato demonstrado

pela tomografia computadorizada e pela analise histomorfométrica das amostras.

Constatou-se, também, uma melhor consolidacdo, com formacao de
paredes corticais mais espessas € com maior quantidade relativa de tecido ésseo
por area nas amostras do grupo plasma rico em plaquetas e B fosfato tricalcico
em relacdo as amostras do grupo centrifugado do aspirado de medula 6ssea e B

fosfato tricalcico.
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7. CONCLUSAO

O plasma rico em plaquetas promoveu uma consolidagcdo mais eficaz do

que o centrifugado do aspirado de medula 6ssea.
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Marco Antonio Batista



8 REFERENCIAS



Referéncias

56

8. REFERENCIAS

Alonso JE, Lee J, Burgess AR, Browner BD. The management of complex

orthopedic injuries. Surg Clin North Am. 1996;76:879-903.

Andrew JG, Hoyland JA, Fremont AJ, Marsh DR. Platelet-derived growth factor

expression in normally healing human fractures. Bone. 1995;16: 455-60.

Anitua E. Plasma rich in growth factors: preliminary results of use in the
preparation of future sites for implants. Int J Oral Maxilofac Implants. 1999;14:529-

35.

Arenas GCF, inventor. Protocolo Cantadori. Obtencdo do Plasma Rico em
Plaquetas para infiltragbes e procedimentos cirurgicos. Sao Paulo; 2010.
(Registrado na Biblioteca Nacional do RJ, N° Registro: 508.102, Livro:962, Folha:

379).

Bames GL, Kostenulk PJ, Gerstenfeld LC, Einhorn TA. Growth factor regulation of

fracture repair. J Bone Miner Res. 1999; 14: 1805-15.

Beresford JN. Osteogenic stem cells and stromal system of bone marrow. Clin

Orthop Relat Res. 1989 Mar; (240): 270-80.

Bianco P, Riminucci M, Gronthos S, Robey PG. Bone marrow stem cells: nature,

biology and potential applications. Stem Cells. 2001; 19 (3): 180-92.

Marco Antonio Batista



Referéncias

57

Bibbo C, Patel VD, Haskell MD. Recombinant bone morphogenetic protein-2
(rhBPM-2) in high-risk ankle and hindfoot fusions. Foot & Ankle Int. 2009; 30(7)

597-603.

Bostrom MP, Camacho NP. Potential role of morphogenetic proteins in fracture

healing. Clin Orthop Relat Res. 1998a Oct; (355 suppl): S274-82.

Bostrom MP, Seigerman DA. The clinical use of allografts, desmineralized bone
matrices, synthetic bone grafts substitutes and osteoinductive growth factors:a

survey study. HSS J. 2005b; 1(1): 9-18.

Bruder SP, Fink DJ, Caplan Al. Mesenchymal stem cells in bone development,
bone repair, and skeletal regeneration therapy. J Cell Biochem. 1994; 56(3): 283-

94.

Biring K, Urist MR. Transfilter bone induction. Clin Orthop Relat Res. 1967 Sep-

Oct; 54: 235-39.

Burkus JK. New bone graft techniques and applications in the spine.
[Internet].,2002. Medscape Orthopaedics. Available from

http://www.medscape.com/viewprogram/2073

Canadian Council on Animal Care CCAC. Guide to the care and use of

experimental animals. [Internet]. 1998. Available from:

Marco Antonio Batista



Referéncias

58

http://www.ccac.ca/en/CCAC Programs/Guidelines Policies/GUIDES/SPANISH/t

oc vi.htm

Chapman MW, Bucholz R, Cornell C. Treatment of acute fractures with a collagen-
calcium phosphate graft material. A randomized clinical trial. J Bone Joint Surg

Am. 1997; 79(4): 495-502.

Connoly J. Clinical use of marrow osteoprogenitor cells to stimulate osteogenesis.

Clin Orthop Relat Res. 1998 Oct; (355 Suppl): S257-66.

Connoly JF. Injectable bone marrow preparations to stimulate osteogenic repair.

Clin Orthop Relat Res. 1995 Apr; 313: 8-18.

Croci AT. Retarde de consolidacéao e pseudoartrose. Acta Ortop Bras. 1997; 5:26-

34.

D’Elia CA, Comparacao entre o uso do plasma rico em plaquetas associado com
aspirado de medular éssea ao enxerto autblogo de iliaco na consolidacao das
osteotomias da tibia proximal: estudo prospectivo randomizado [dissertacao]. Séo

Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo; 2009.

Davis WH, Cohen BE. Adjuvant use of the implantable bone growth stimulator for

the high-risk ankle arthrodesis. Tech Foot Ankle Surg. 2002; 1 (1): 69-73.

Marco Antonio Batista



Referéncias

59

De Long WG Jr, Einhorn TA, Koval K, Mckee M, Smith W, Sanders et al. Bone
grafts and bone grafts substitutes in orthopaedic trauma surgery. J Bone Joint

Surg Am. 2007,89 (3): 649-58.

Delécrin J, Takahashi S, Gouin F, Passuti N. A synthetic porous ceramic as a
bone graft substitute in tha surgical management of scoliosis: a prospective,

randomized study. Spine. 2000; 25(5): 563-9.

Delgado R, Bonatelli APF, Alves MTS. Estudo sobre a associagdo de ceramica a
plasma rico em plaguetas na coluna vertebral de ratos. Acta Ortop Bras. 2009; 17

(5): 2825,

Donley BG, Ward DM. Implantable electricalstimulation in high-risk hindfoot fusion.

Foot Ankle Int. 2002; 23 (1):13-8.

Einhorn T. The cell and molecular biology of fracture healing. Clin Orthop Relat

Res. 1998 Oct; (355 Suppl): S7-21.

Esquisatto MAM, Levada VMO, Mendonca JS, Dalge G, Santos GT, Mendonca
FS. Efeitos de diferentes intensidades de microcorrente no reparo 6sseo em ratos

Wistar. Rev Bras Ortop. 2006; 41 (8): 331-5.

Frost HM. The biology of fracture healing. Clin Orthop Relat Res. 1989 Nov; (248):

283-93.

Marco Antonio Batista



Referéncias

60

Griffin XL, Smith CM, Costa ML. The clinical use of platelet-rich plasma in the

promotion of bone healing: A systematic rewiew. Injury. 2009; 40 (2): 158-62.

Guarniero R, Vaz CES, Santana PJ, Molin ED, Braun J, Harada MS. Avaliagéo do
efeito do ibandronato na consolidacdo de fratura: Estudo experimental em

coelhos. Rev Bras Ortop. 2007;42 (8): 254-60.

Haynesworth SE, Kadiyale S, Liang LN. Mitogenic stimulation of human
mesenchymal stem cells by platelet release suggest a mechanism for
enhancement of bone repair by platelet concentrates. In: 48" Meeting of the

Orthopaedic Reserch Society. Boston, MA, 2002.

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE(BR). Projecdo da Populacao
do Brasil por Sexo e Idade — 1980-2050. Revisao 2008. Informacao Demogréfica

e Socioecondmica numero 24. Rio de Janeiro: IBGE; 2008.

Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada — IPEA — Impactos sociais de transito

nas aglomeracoes urbanas: sintese da pesquisa. Brasilia, 2003, 21 p.

Kadiyala S, Jaiswal N, Bruder SP. Culture-expanded, bone marrow-derived
mesenchymal stem cells can regenerate a critical-sized segmental bone defect.

Tissue Eng. 1997; 3 (2): 173-85.

e —
Marco Antonio Batista



Referéncias

61

Katthagen BD, Mittelmeier H. Experimental animal investigation of bone
regeneration with collagen-apatite. Arch Orthop Trauma Surg. 1984; 103 (5): 291-

302.

Kossmann T, Giebel G, Glombitza A. Rat model for limb lengthening by callus

distraction. Res Exp Med (Berl). 1993; 193 (1): 13-20.

Landesberg R, Roy M, Glickman PS. Quantification of growth factors level using a
simplified method of platelet rich plasma gel preparation. J Oral Maxillofac Surg.

2000; 58 (3): 297-300.

Lieberman JR, Daluiski A, Einhorn TA. The role of growth factors in the repair of

bone. J Bone Joint Surg Am. 2002; 84 (6): 1032-44.

Lin H. The self-renewing mechanism of stem cells in the germline. Curr Opin Cell

Bioll. 1998; 10 (6): 687-93.

Lind M, Schumaker B, Soballe K, Keller J, Melsen F, Biinger C. Transforming
growth factor-beta enhances fracture healing in rabbit tibiae. Acta Orthop Scand.

1993; 64 (3):553-6.

Marx RE, Carlson ER, Eichtaedt RM, Schimmele SR, Strauss JE, Georgeoff KR.
Platelet rich plasma: growth factor enhancement for bone grafts. Oral Surg Oral

Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 1998;85 (6): 638-46.

Marco Antonio Batista



Referéncias

62

Marx RE. Platelet rich plasma (PRP): what is PRP and what is not PRP? Implant

Dent. 2001; 10 (4): 225-8.

Masoud |, Shapiro F, Kent R, Moses A. A longitudinal study of the growth of the
New Zealand white rabbit: cumulative and biweekly incremental growth rates for

body lenght, femoral lenght and tibial lengh. J Orthop Res. 1986; 4(2): 221-31.

Matos MA, Goncalves RR, Araujo FP. Modelo experimental de osteotomia em

coelhos imaturos. Acta Ortop Bras. 2001; 9(4): 21-6.

Mckee MD, Schemitsch EH, et al. The effect of human recombinant bone
morphogenic protein (rhBPM-7) on the healing of open tibial shaft fractures:
results of a multi-center, prospective, randomized clinical trial in: Proceedings of
the 16th Annual Meeting of the Orthopaedic Trauma Association; 2002: Toronto.

Ontario. Canada; p. 157-8.

Muschler GF, Midura RJ. Connective tissue progenitors: Pratical concepts for

clinical applications. Clin Orthop Relat Res. 2002; (395): 66-80.

Nielsen HM, Andreassen TT, Ledet T, Oxlund H. Local injection of TGFB
increases the strength of tibial fractures in the rat. Acta Orthop Scand. 1994; 65

(1): 37-41.

Organizacion Mundial de la Salud — OMS. Informe mundial sobre prevencion de

los traumatismos causados por el transito: resumen. Ginebra, 2004. 176p.

Marco Antonio Batista



Referéncias

63

Paley D, Young MC, Wiley AM, Fornasier VL, Jackson RW. Percutaneus bone
marrow grafting of fractures and bone defects .An experimental study in rabbits.

Clin Orthop Relat Res. 1986; (208): 300-12.

Park SH, O Connor K, Sung R, McKellop H, sarmiento A. Comparation of healing
process in open osteotomy model and closed fracture model. J Orthop Trauma.

1999: 13 (2): 114-20.

Santana PJ. Estudo da consolidagéo de fraturas na desnutricdo protéica: trabalho
experimental com o uso de alendronato em ratos [tese]. S&o Paulo: Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo; 1999.

Santos LAU. Efeito da utilizagdo de plasma rico em plaguetas na osteointegracao
dos enxertos 6sseos homdlogos criopreservados: estudo histomorfométrico em
coelhos. Dissertacdo [dissertacdo] apresentada a Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo. 2007.

Sen MK, Miclau T, Autologous iliac crest bone graft: should it still be the gold

standard for treating nonunions? Injury. 2007; 38 Suppl 1: S75-80.

Sharma S, Garg NK, Veliath AJ, Subramanian S, Srivastava KK. Percutaneous
bone marrow grafting of osteotomies and bony defects in rabbits. Acta Orthop

Scand. 1992; 63(2):166-9.

Marco Antonio Batista



Referéncias

64

Slater M, Patava J, Kingham K, Mason RS. Involvement of platelets in stimulating

osteogenic activity. J Orthop Res. 1995; 13 (5): 655-63.

Soost F, Koch S, Stoll C, Amthauer H, grosse-Siestrup C, Zorn P. Validation of
bone conversion in osteoconductive and osteoinductive bone substitutes. Cell

Tissue Bank. 2001; 2(2): 77-86.

Stein RS, Silva JB, Silva VD. Estudo comparativo da neoformacdo &ssea
utilizando-se o enxerto autégeno e trés substitutos: defeitos 6sseos em ratos. Rev

Bras Ortop. 2009; 44 (4): 330-5.

Summer DR, Turner TM, Purchio AF, Gombotz WR, Urban RM, Galante JO.
Enhancement of bone ingrowth by transforming growth factor beta. J Bone Joint

Surg Am. 1995; 77 (8): 1135-47.

Urist MR, Iwata H. Preservation and biodegration of the morphogenetic property of

bone matrix. J Theor Biol. 1973; 38(1): 155-62.

Urist MR, Silverman BF, Bulring K, Dubuc FL, Rosemberg JM. The bone induction

principle. Clin Orthop Relat Res. 1967 Jul-Aug; 53: 243-83.

Urist MR, Strates BS. Bone morphogenetic protein. J Dent Res. 1971; 50(6):

1392-401.

Marco Antonio Batista



Referéncias

65

Urist MR. The classic Bone formation by autoinduction. Clin Orthop Relat

Res.2002 Feb; (395): 4-10.

Urist MR. Bone formation by autoinduction. Science (New York). 1965;150 (698):

893-9.

Valchanov VD, Michailov P. High energy shock waves in the treatment of delayed

and non-union of fractures. Int Orthop. 1991;15 (3):181-4.

Vaz, CES. Avaliacdo do efeito de centrifugado osteogénico de medula éssea na
consolidacdo de fratura: estudo experimental em coelhos [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo; 2006.

Whitman DH, Berry RL. A technique for improving the handling of particulate
cancellous bone and marrow grafts using platelet gel. J Oral Maxilofac Surg.

1998:56 (10): 1217-8.

Yoo JU, Johnstone B. The role of osteochondral progenitor cells in fracture repair.

Clin Orthop Relat Res. 1998 Oct; (355 Suppl): 73-81.

e —
Marco Antonio Batista



	Microsoft Word - 02Rosto
	03Ficha Catalográfica
	Microsoft Word - 04Dedicatoria
	Microsoft Word - 05Agradecimentos
	06Normalização
	07Sumário
	Microsoft Word - 08Resumo
	Microsoft Word - 09Summary
	Microsoft Word - Entrecapas
	10Introdução
	Microsoft Word - Entrecapas
	Microsoft Word - 11Objetivos
	Microsoft Word - Entrecapas
	12Revisão da Literatura
	Microsoft Word - Entrecapas
	Microsoft Word - 13Metodos
	Microsoft Word - Entrecapas
	Microsoft Word - 14Resultados
	Microsoft Word - Entrecapas
	15Discussão
	Microsoft Word - Entrecapas
	16Conclusão
	Microsoft Word - Entrecapas
	17Referências



