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RESUMO

Santos LAU. Efeito da utilizacdo de plasma rico em plaguetas na
osteointegracdo dos enxertos 0sseos homologos criopreservados: estudo
histomorfométrico em coelhos [dissertagcdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2007. 140p.

As perdas O0sseas em alguns seguimentos do sistema musculoesquelético
tém sido motivo de grande preocupagdo na area da Ortopedia e
Traumatologia. Propostas de tratamentos com uso de enxertos e fatores de
crescimento sao descritas ao longo dos anos. Neste estudo avaliamos o
efeito do plasma rico em plaquetas — PRP na fase inicial do processo de
osteointegragdo de enxertos 6sseos homologos criopreservados a — 80 °C,
em forma de blocos, implantados no cdndilo femoral de coelhos. Operamos
19 animais (38 fémures), onde ambas as técnicas foram aplicadas no
mesmo animal em lados alternados. De um lado aplicamos o aloenxerto
isolado (Lado 1) e no outro associamos o aloenxerto ao PRP (Lado 2). Apos
15 dias, os animais foram sacrificados e os condilos femorais com as areas
de enxertia analisados pela histomorfometria com o método semi-
automatico. Nao observamos efeito do plasma rico em plaquetas nas areas
de enxertias dos aloenxertos, pois a comparacdo dos parametros
histomorfométricos estruturais, de formagao e reabsorcdo ndo mostraram

diferencas significativas.

Descritores: 1.Plasma rico em plaquetas 2.Transplante homdlogo 3.Banco
de tecidos 4.Musculo esquelético/transplante 5.Criopreservagao/métodos
6. Coelhos



SUMMARY

Santos LAU. Effects of platelet rich plasma in osteointegration of
cryopreserved homologous bone grafts: histomorphometric study in rabbits
[dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séao
Paulo”; 2007. 140p.

Bone loss, in some segments of the muscle-skeleton system, are of great
concern in the fields of Orthopedics and Traumatology. There are several
options of treatment by means of bone grafts and growth factors. In this study
we evaluate the effect of platelet rich plasma (PRP) in the initial phase of
osteointegration of cryopreserved (- 80 °C) homologous bone grafts, in
blocks, implanted in the femoral condyles of rabbits. We operated 19 animals
(38 femurs). Both techniques were applied in the same animal in alternate
sides. In one side we applied isolated allograft (side 1) and on the contra-
lateral side we added PRP to the allograft (side 2). After 15 days, the animals
were sacrificed and the femoral condyles, with the receptor area, were
analyzed histomorphometrically (semi-automatic method). We found no
effect of the PRP in the receptor. The comparison between the
histomorphometric parameters of structural, formation and bone resorption

showed no significant differences.

Descriptors: 1.Platelet-rich plasma 2.Homologous transplantation 3.Tissue

banks 4.Skeletal muscle/transplantation 5. Cryopreservation/methods.
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Ha algum tempo a area de Ortopedia e Traumatologia vem
enfrentando um problema de proporgéo cada vez maior: as perdas 6sseas
que acometem algumas regides do esqueleto. Estas lesdes levam a
formagao de cavidades em determinados segmentos e estruturas ésseas, o
que interfere e compromete o desempenho da fungédo do aparelho locomotor
de um numero crescente de pessoas. A causa mais comum destas lesdes é
o processo de ostedlise local desencadeado pela resposta fisioldgica ao
aparecimento de tumores, infecgdes e mais freqlientemente aos “debris” de
materiais de implante soltos contra o osso hospedeiro. Outras causas menos
freqlentes estdo relacionadas com doengas reumaticas, metabdlicas,
enddcrinas e idiopaticas.

Os primeiros estudos propondo o uso de substitutos dsseos para
reposicao destas falhas tiveram inicio nas décadas posteriores a 1860. (Ollier,
1867 apud Fischer, 1998; MacEwen, 1878 apud Giovani, 2005 e Tomford,
2000; Albee, 1912 apud Giovani, 2005; Carrel, 1912; Groves, 1917; Bush,
Garber, 1948; Axhausen, 1956 apud Lemos, 2002; Sharrard, Collins, 1961;
Urist, 1965).

Apods a constatagcdo das desvantagens no uso dos tecidos autdlogos
com essa finalidade, como o aumento da morbidade do doador, maior risco

de lesdo de nervos e de infeccdo inerente ao segundo procedimento
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cirargico e limitagdo na disponibilidade do tecido em quantidade e variedade,
a utilizacdo do tecido homdlogo torna-se outra opgao que gradativamente
passa a ser indicada (Cunningham, Reddi, 1992; Tomford, 2000).

Surgem entao os primeiros bancos de ossos e estudos que analisam
seu emprego clinico como também sua seguranca sao relatados ao longo
dos anos (Carr, Hyatt, 1955; Sharrard, Collins, 1961; Urist, 1965; Parrish,
1973; Enneking et al., 1975).

Mais tarde, o risco biolégico do seu uso, principalmente pelo advento
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) leva a reestruturacao
dos protocolos de obtengdo e selegdo de doadores, permitindo a
disponibilizacdo de enxertos com mais qualidade e menores riscos na
transmissao de doencas (Tomford et al.,, 1981, Buck et al., 1989, Nather,
1991, Michaud, Drabu, 1994). No Brasil, a oficializacdo dos bancos de
tecidos em 1997 é o resultado da reestruturagado do sistema nacional que
controla a busca e distribuicdo de érgaos e tecidos para transplantes. Os
bons resultados no uso clinico dos aloenxertos motivam seu uso em escala
crescente nos Uultimos anos (Associacdo Brasileira de Transplantes —
ABTO"), porém a publicacédo de trabalhos cientificos em nosso meio sobre
seu emprego ainda € escassa.

Um outro assunto de interesse nesta area é o estudo de substancias
capazes de desempenhar um papel auxiliar no processo de reparacdo dos
tecidos, hoje denominados como fatores de crescimento (Urist, 1992). Estas

substancias produzidas por varios tipos celulares, promovem o crescimento

1, Registro Brasileiro de Transplantes; Orgao oficial da Associacdo Brasileira de Transplante de
Orgaos-ABTO: 2000 - 2007
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e a proliferacao celular, e seu uso como forma de modular os eventos
celulares no tecido 6sseo passa a ser mostrada na literatura (Centrella et
al.,1989; Heldin, Westermark, 1999; Alberts et al., 2004).

Entre estas substancias, encontra-se o Fator de crescimento derivado
de plaquetas — PDGF e o Fator de crescimento de transformacédo — TGF,
produzidos e liberados pelas plaquetas, e sdo descritos como capazes de
atuar como mitégenos para as células do tecido 6sseo, favorecendo o
processo de osteogénese e osteointegracdo de enxertos e implantes (Hart et
al., 1988; Centrella et al., 1989, Ostman et al., 1992; Graves, Cochran, 1994;
Sumner et al., 1995; Marx et al., 1998, Alberts et al., 2004).

Uma opcao segura e simples de obter o PDGF e TGF é através da
técnica de dupla centrifugacédo do plasma rico em plaquetas-PRP. O plasma
autdlogo rico em plaquetas € um hemoderivado atéxico, ndo imunorreativo,
obtido através de técnicas simplificadas de seqliestracdo e concentragao de
plaquetas ap6s multiplas centrifugacées de amostras sanguineas. E descrito
como um meétodo de baixo custo e aplicagdo clinica muito factivel (Marx,
1998; Anitua, 1999; Lozano et al.,1999; Okuda et al., 2003).

Seu efeito no tecido 6sseo tem sido alvo de investigacdo pelos
pesquisadores em estudos com modelos distintos e associado a diferentes
substitutos dsseos aplicados em humanos (Shanaman et al., 2001; Camargo
et al.,, 2002; Feres Junior, 2003; Mazor et al., 2004) em modelos
experimentais com animais (Kim et al., 2002a; Aghaloo et al., 2002; Furst et
al., 2003; Wilson, 2003; Croci et al., 2003a; Wiltfang et al., 2004; Roldan et al.,

2004; Zhang et al., 2004; Butterfield et al., 2005; Fennis et al., 2005; Tamae,
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2005; Jung et al., 2005; Dallari et al., 2006) e em estudos “in vitro” (Gruber et
al., 2002; Weibrich et al., 2002b; Efeoglu et al., 2004; Kanno et al., 2005).

Assim, o presente estudo tem por objetivo analisar o efeito do plasma
rico em plaquetas — PRP no processo inicial da osteointegragcédo de aloenxertos
captados, processados e criopreservados conforme o protocolo do Banco de
Tecidos Musculoesqueléticos do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
IOT-HCFMUSP, de referéncia nacional, possibilitando ampliar os
conhecimentos referentes ao uso destes fatores de crescimento.

Embora o PRP seja utilizado amplamente na area odontoldgica,
percebemos ainda uma escassez de literatura analisando seu uso associado
aos enxertos homologos. Outros fatores que estimularam a escolha pelo
PRP foram a facilidade de obteng¢do, o baixo custo, a seguranca e a
aplicabilidade clinica factivel para a maioria dos centros transplantadores de
tecidos no Pais.

O modelo experimental adotado foi em coelhos pelo fato de o animal
apresentar caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento deste modelo
experimental, ja constatado por outros autores (Gameiro, 1997; Costa, 1999;
Wilson, 2003; Silva, 2003; Colmanetti, 2004; Zhang, 2004; Butterfield et al.,

2005; Jung et al., 2005; Tamae, 2005).
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O objetivo deste estudo é comparar os resultados dos processos
iniciais de osteointegracao através da histomorfometria entre os enxertos
criopreservados a — 80 °C com e sem a associagdao de plasma rico em
plaguetas (PRP), ambos implantados nas falhas 6sseas provocadas em

epifises femorais de coelhos.
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Esta revisdo € subdividida em subcapitulos para facilitar o

entendimento dos trabalhos que servem de base ao presente estudo.

3.1 O tecido osseo

Para avaliagdo do comportamento complexo das células e minerais
que atuam no tecido 0sseo € necessario primeiramente descrever um pouco
de sua morfologia.

O tecido 6sseo € composto por duas porgdes: 1. Organica, constituida
por células préprias do osso (osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos) e pela
matriz organica por elas sintetizada; 2. Inorganica, constituida pela
hidroxiapatita, depositada de uma forma amorfa em uma fase inicial e que em
curto espacgo de tempo é convertida em outra hidroxiapatita cristalina. A matriz
organica corresponde a 35% do volume 6sseo e a matriz inorganica a 65%.

Apesar da resisténcia e dureza, o tecido 6sseo € muito plastico e
possui uma alta capacidade de se remodelar mediante diversas situacdes a
que é submetido, tais como fraturas, lesées e perdas ésseas. O processo de
regeneragao do tecido 6sseo se inicia a partir de importantes reagdes

biologicas, desencadeadas pela propria lesdo do tecido. A enxertia
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desencadeia um mecanismo de migragao das células 6sseas pertencentes
ao leito receptor para o interior do enxerto, com a finalidade de reabsorvé-lo
e substitui-lo por osso neoformado.

As células pertencentes ao tecido 6sseo sdo os osteoblastos, os
ostedcitos e osteoclastos.

Os osteoblastos sao células cubodides e alongadas de origem
mesenquimal que estdo localizadas nas margens Osseas; sua funcdo é
produzir a matriz organica do tecido 6sseo. Em menor atividade estas
células assumem uma forma mais delgada. Os ostedcitos sdo osteoblastos
encapsulados, que apds a maturagcdo ficaram presos dentro da matriz
mineralizada, mas que ainda mantém contato com outras células através de
ramificagbes do citoplasma, mantendo assim uma funcionalidade fisiolégica
do tecido (Junqueira, Carneiro, 1999). Esse contato com células da
superficie como os osteoblastos e “lining cells” esta relacionado com a
manutencgao da estrutura 6ssea e com as respostas fisioldgicas que levam a
formagao ou reabsorgao do tecido (Aubin et al., 2006).

Os osteoclastos sao células gigantes, com multiplos nucleos e sua
funcdo é relacionada a reabsor¢do. Em sinergia com os osteoblastos
promovem a remodelacio ossea.

Denomina-se a interagdo e o sinergismo entre as células ésseas
“creeping substitution”, e esta ocorre mediante trés eventos celulares
essenciais: a osteogénese (evento celular que propicia a sintese da matriz
Ossea pelos osteoblastos), a osteoindugdo (capacidade de induzir a
migragao de células mesenquimais e sua diferenciagdo em osteoblastos) e a
osteocondugdo (capacidade do tecido servir de molde ou guia para os

processos celulares envolvidos na reparagao do tecido 6sseo).
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Além disso, assim como outras, as células O0sseas passam pelas
etapas do ciclo celular, que compreendem desde a formacao até a divisdo
celular (mitose). A mitose esta susceptivel as interferéncias externas,
podendo a célula assumir um estado de repouso ou continuar a dividir-se
ciclicamente (Urist, 1965; Enneking et al., 1975; Junqueira, Carneiro, 1999;

Perren, Claes, 2002).

3.2 O transplante 6sseo

O termo transplante ndo é muito empregado pela comunidade
cientifica para se referir ao uso do tecido 6sseo. Comumente, usa-se o termo
enxertia 0ssea. O enxerto 6sseo pode receber uma nomenclatura e ser
classificado dependendo da origem de sua obtengdo e de onde sera

implantado (Quadro 1).

Quadro 1. Classificagao dos enxertos de acordo com sua natureza

Enxerto autdlogo ou | Enxerto de tecidos no mesmo individuo de um local para
auto-enxerto outro

Isoenxerto Enxerto entre pessoas com caracteristicas geneticamente
idénticas (homozigotos; p.ex. gémeos idénticos)

Aloenxerto ou enxerto | Enxerto de um individuo de uma mesma espécie com
homadlogo caracteristicas genéticas distintas

Xenoenxerto ou Enxerto de um individuo de uma espécie para outra
enxerto heterélogo

Fonte: Drumond, 2000
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3.3 O uso clinico dos enxertos

O uso do tecido 6sseo para reposicao de perdas 6sseas nao € um
procedimento recente. Desde o século retrasado ha relatos do uso destes
tecidos em humanos e em experimentagdes com animais.

Nestes trabalhos, muitos tratamentos com o uso de enxertos 6sseos
de natureza autdloga e homodloga sao propostos ao longo dos anos (Ollier,
1867 apud Fischer, 1998; MacEwen, 1878 apud Giovani, 2005; Albee, 1912
apud Giovani, 2005; Carrel, 1912; Groves, 1917; Bush, Garber, 1948;
Axhausen, 1956 apud Lemos, 2002; Sharrard, Collins, 1961; Urist, 1965).

O primeiro transplante de osso homodlogo é descrito por William
MacEwen em 1878 (Giovani, 2005). Nessa época o tratamento das
osteomielites € realizado por ressecgdes cirurgicas dos segmentos
infectados. O autor utiliza segmentos tibiais homdélogos (obtidos de pacientes
submetidos a osteotomias) na reconstrucdo de uma falha éssea causada
pela resseccdo de parte do umero de um jovem garoto portador de
osteomielite (apud Tomford, 2000).

MacEwen continua nesta mesma linha de pesquisa e investiga os
fatores osteogénicos inerentes ao uso dos enxertos dsseos homoélogos. O
autor apresenta resultados encorajadores, mostrando a consolidagao dos
enxertos ao leito receptor em mais dois trabalhos nos anos de 1887 e 1909,
motivando assim os pesquisadores da época. Nesse periodo, nao ha
consenso de quais o0ssos especificamente podem ser utilizados para

transplante. Os tecidos s&o captados aleatoriamente de doadores vitimas de
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fraturas, ressec¢gdes e amputacbes. Para o armazenamento e
processamento destes tecidos, sdo utilizados protocolos e equipamentos
que hoje ndo sado os mais adequados para esta finalidade (Tomford, Mankin,
1999; Tomford, 2000). Grande parte destes trabalhos possui hoje apenas
valor historico em respeito ao pioneirismo desses pesquisadores.

O uso clinico de aloenxertos durante esse periodo acontece em baixa
demanda, e em carater experimental, por alguns centros espalhados pelo
mundo. Com a disponibilidade da antibioticoterapia, ocorrem alteracées na
indicacao destes tecidos, e pacientes portadores de osteomielites sdo entao
submetidos a tratamentos farmacoldgicos, em detrimento aos atos cirurgicos
(Tomford, 2000). Assim, as ressecgdes cirurgicas de segmentos infectados
deixam de ser prioritarias e os aloenxertos sdo entdo utilizados nas
reconstrugdes de falhas ésseas causadas por ressecgoes de tumores. Essa
mudancga faz com que os estudos da época também evoluam, e relatem
com mais detalhes os processos celulares envolvidos na osteointegracao
dos enxertos.

Carr e Hyatt (1955) evidenciam as vantagens no uso de aloenxertos
criopreservados, como a disponibilidade da quantidade de tecido necessario
e diminuicdo da morbidade pds-operatoria.

Axhausen (1956) apud Lemos (2002) descreve detalhes deste
processo apos avaliagao clinica e histolégica em zonas de reparo do tecido
musculoesquelético, evidenciando as principais etapas do processo de
reparagdo. Nesse estudo sdo relatadas algumas diferengas no processo de

vascularizagdo dos enxertos de osso cortical e esponjoso. No osso cortical,
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a reparacao € iniciada pela acao de osteoclastos e no 0sso esponjoso, pelos
osteoblastos. Outra diferenca estda no tempo de revascularizagdo, que é
mais lento para osso cortical e mais rapido para 0 0SSO esponjoso.

Sharrard e Collins (1961) descrevem a utilizacdo de enxertos
homologos captados e descalcificados na reparacdo de falhas Osseas
localizadas em segmentos da coluna vertebral em criangas portadoras de
escoliose. Os resultados demonstram neoformacdo Ossea local em seis
semanas apos o ato operatorio.

Urist (1965) descreve que as células osteoprogenitoras responsaveis
pelo processo de reparagao 6ssea sado derivadas de mondcitos, presentes
em numero elevado na zona de reparagado procedente da medula Ossea.
Ainda nesse estudo, mostra que a osteointegracédo de enxertos é alcangada,
uma vez que células primitivas ainda nao diferenciadas podem se diferenciar
em osteoblastos viaveis a partir de substancias osteoindutoras.

Na década de 1970, mediante alguns resultados insatisfatérios como
fraturas por fadiga e ndo consolidagédo, alguns pesquisadores passam a
nao indicar o uso de aloenxertos como primeira escolha nas reconstrugdes
de falhas O&sseas causadas por ressecgdes tumorais (Parrish, 1973;
Enneking et al., 1975).

Mais tarde, a partir da década de 1980, o advento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) levanta discussdo sobre a seguranga no
uso clinico dos tecidos homodlogos. O risco bioldégico de transmissdo de
doencas entre doadores e receptores de tecidos € o tema de maior

relevancia no periodo. Os bancos de tecidos existentes na época revisam
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seus protocolos de selecdo dos doadores com o objetivo de evitar a
transmissao destas doencas. Este fato propicia a elaboragao de “Standards”
desenvolvidos pelas principais Associacbes de bancos de tecidos
(Associacao Americana de Bancos de Tecidos — AATB e Associagao
Européia de Bancos de Tecidos — EATB), o que contribui para o ganho de
qualidade dos tecidos disponibilizados por estes bancos (Tomford et al.,
1981; Buck et al., 1989; Nather, 1991; Michaud, Drabu, 1994; Tomford,
Mankin, 1999; Woolf, Gross, 2001; Galea, Kearney, 2005).

Com a disponibilidade de enxertos mais confiaveis pelos bancos de
tecidos, seu uso, comportamento biolégico e sua indicagao pelos cirurgides
aparecem na literatura.

Urist et al. (1983) relatam que células mesenquimais perivasculares
se desagregam e migram para a area de enxertia, onde novamente se
reagregam, proliferam e diferenciam para formar osso novo.

Rudelli et al. (1992) avaliam o uso de enxerto ésseo nas revisées com
protese do quadril ndo cimentada e hibrida. De um total de 53 proéteses
revisadas, os autores utilizam uma associagdo de enxerto homologo e
autdlogo em 18 casos. No restante, apenas o enxerto autdlogo obtido do
ililaco é empregado. Apés um seguimento médio de 43 meses relatam
perfeita integracéo do enxerto em todos os casos e entdo indicam o uso dos
enxertos com otimismo.

Thies et al. (1992) afirmam que, semelhante ao processo de
reparagao nas fraturas e no desenvolvimento do sistema musculoesquelético,

a osteointegracao dos enxertos acontece apds uma selegdo de células
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primordiais que sao diferenciadas em osteoblastos sob a influéncia de
fatores osteogénicos.

Lindhe et al. (1997) ressaltam que o principal objetivo esperado no
uso dos enxertos é a capacidade de induzir seletivamente os eventos
primordiais do processo de integracdo (osteoinducdo, osteoconducio e
osteogénese).

Segundo Tomford e Mankin (1999), para que ocorra a incorporagao
dos enxertos corticais 0sseos aos leitos receptores, obrigatoriamente deve
haver a revascularizagdo do mesmo. Quando este processo ndo ocorre, a
area de reparo perde o equilibrio na reabsorgcao e eventualmente o enxerto
sofre fraturas por fadiga. Os enxertos esponjosos sao consolidados mais
rapidamente.

Taga et al. (2000) realizam um experimento em cobaias e avaliam o
comportamento dos enxertos autdgenos e alégenos desmineralizados em
falhas Osseas provocadas em calvarias de 50 cobaias. Neste modelo
experimental, a analise histolégica evidencia sinais de reabsorgao na borda
dos enxertos alégenos desmineralizados. Em duas semanas observam, em
alguns casos, a neoformacéao 6ssea e fusdo do enxerto.

Boldt et al. (2001) avaliam o uso do enxerto 6sseo congelado em 173
reconstrucdes acetabulares e 79 femorais em humanos. Cabecas femorais
obtidas de um banco de ossos local sdo particuladas e impactadas nas
falhas. Ap6s um seguimento médio de quatro anos relatam estabilidade
clinica acetabular em 97,2 % dos casos, incorporagdo do enxerto em 74%

nos acetdbulos e 61% nos fémures, segundo a anadlise radiologica.
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Concluem que os resultados obtidos com o uso dos enxertos impactados
sdo promissores, exceto para a reconstrucao de defeitos acetabulares tipo
trés, onde um “cage” de reforgo é recomendado.

Janssen et al. (2001) estudam o uso de anéis corticais homdlogos
obtidos da diafise femoral para reconstrucdo de discos intervertebrais da
coluna lombar em 137pacientes. Os resultados mostram que a artrodese foi
alcangada em 94% dos casos e nao relatam sinais de reabsorgao.

Wilson et al. (2002) publicam um estudo que avalia a adesao de
cirurgides ortopédicos ao uso de aloenxertos na Escdécia. Durante um ano,
126 cirurgides sao entrevistados e 73% utilizam enxertos Osseos
principalmente nos casos de reposi¢cao de perdas O0sseas nas revisdes de
artroplastia do quadril. Estes resultados sdo maiores do que aqueles
encontrados em estudo similar realizado pelo mesmo autor em 1995,
mostrando uma tendéncia de crescimento do uso de aloenxertos
disponibilizados pelos bancos de tecidos.

Croci et al. (2003) analisam histologicamente enxertos 6sseos
criopreservados em banco de tecidos. Mesmo apresentando uma perda de
viabilidade celular, seu uso nao é contra-indicado pelos autores.

Weyts et al. (2003) analisam amostras de cabecas femorais
coletadas apds a artroplastia primaria de dois doadores humanos. Os
tecidos sao criopreservados a — 80 °C por um periodo minimo de seis
meses, de acordo com os protocolos da Associacdo Americana e Européia
de Bancos de Tecidos. Apos este periodo, sao realizadas bidpsias nestes

tecidos e submetidas a cultura celular ( para observagao da sobrevivéncia)
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e PCR (polymerase chain reaction) para o mapeamento genético. Os
resultados mostram a presencga de células vivas e proprias dos doadores
nas amostras analisadas.

Cabrita (2004) estuda o tratamento das artroplastias infectadas do
quadril com e sem o uso do espagador de cimento com antibiético. Para a
reconstrucdo do estoque Osseo, utiliza o enxerto homodlogo maci¢co e
particulado em 60,9% dos pacientes tratados e nao relata complicagbes
relacionadas ao uso dos mesmos.

Lavernia et al. (2004) pesquisam a adesao do uso de aloenxertos por
cirurgides ortopédicos em 340 hospitais nos Estados Unidos. O enxerto
congelado procedente de banco de tecidos certificados pela Associagao
Americana de Bancos de Tecidos — AATB é o mais utilizado pelos
ortopedistas para o tratamento de perdas 6sseas do joelho e quadril.

Schreurs et al. (2004) analisam o emprego do enxerto 6sseo em 23
artroplastias primarias e 19 revisdes. Nas reconstrugdes primarias é utilizado
o enxerto autélogo de iliaco em trés casos e cabega femoral autéloga nos
outros vinte. Para as revisdes, utilizam apenas enxerto autélogo em quatro
casos, enxerto autdlogo e homologo em outros dois e apenas o enxerto
homologo de banco de tecidos nos 13 casos restantes. As analises mostram
bons indices alcangados na avaliagao funcional pds-operatéria pelo “Harris
hip score” e na analise de sobrevida pelo método de “Kaplan-Meier”. Os
autores concluem afirmando que as reconstrucdes acetabulares com o uso
de enxerto 6sseo impactado e taga acetabular cimentada € uma técnica

segura e duravel.
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Schreurs et al. (2005) realizam outro estudo similar, agora para
avaliar o uso do enxerto 6sseo homdlogo procedente de um banco de
tecidos na reconstrugao de 33 falhas femorais. A impactacao do enxerto
O0sseo precede a fixacdo da haste femoral. Apds um seguimento minimo
de oito anos ha melhora funcional da articulagao pelo “Harris hip score”
(de 49 para 85 pontos do pré ao pds-operatorio) e boa sobrevida segundo
o método de “Kaplan-Meier”. Embora quatro pacientes tenham sofrido
fratura femoral, os autores concluem que a técnica de impactagcado de
enxerto e uso de haste femoral cimentada resulta em excelente sobrevida
por oito a treze anos.

Em uma revisdo de conceitos, Giannoudis et al. (2005) ressaltam as
vantagens no uso dos enxertos 0sseos na area de ortopedia e
traumatologia. Descrevem os eventos celulares presentes na literatura que
envolvem o processo de osteointegracdo dos enxertos autdlogos,
homdlogos e dos substitutos sintéticos biocompativeis. Ressaltam a
caracteristica osteoindutiva dos enxertos frescos e osteocondutiva dos
enxertos congelados e liofilizados.

Heyligers e Kleim (2005) constatam a presenca de células vivas com
potencial de crescimento em amostras de cabecas femorais
criopreservadas a — 80 °C, por um periodo minimo de seis meses. Os
autores ressaltam a importdncia da discussdao sobre o potencial
osteoindutor dos enxertos e destacam a necessidade de investigar o papel
destas células sobreviventes do tecido congelado no processo de formagéao

O0ssea apos a sua implantacéao.
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Além das células Osseas, outras células e fatores inflamatorios
possuem um papel fundamental no processo de reparagao o6ssea. Os
macréfagos e susbtancias como interleucina um, seis, onze (IL-1, IL-6, IL-11),
RANKL e osteoprotegerina (OPG) sao encontradas durante os trés primeiros
dias ap6s a lesao (Junqueira, Carneiro, 1999; Gerstenfeld, Einhorn, 2006).

Em relacdo aos macrofagos, Knighton et al. (1982) esclarecem que
estas células estdo presentes na zona de reparo e sdo capazes de produzir
fatores de crescimento, que por sua vez, estimulam a neovascularizagao,
proliferacdo e migracdo de outros tipos celulares, como por exemplo, os
fibroblastos.

Outros autores mostram os efeitos da hipéxia no aumento da sintese
do fator de crescimento endotelial pelos osteoblastos (Warren et al., 2001;
Khan et al., 2000).

Salim et al. (2004) investigam ainda mais a influéncia do gradiente de
oxigénio em outro estudo in vitro. Apdés a realizacdo de cultura de
osteoblastos obtidos de calvarias de ratos, submetem estas células a
microambientes em hipoxia (gradiente de oxigénio a 2% e 21%) e andxia
(gradiente de oxigénio < 0.02%). Apds analise com o uso das técnicas de
“‘microarray” e “western blot” concluem que somente a situagdo de andxia
inibe in vitro a formagdo o6ssea e a deposicdo de calcio na matriz
extracelular. A analise da viabilidade celular revela que este efeito ndo é
causado pela morte celular e sim pela interferéncia direta no gene “Runx2”,
que é um fator de transcricdo que regula a diferenciagao dos osteoblastos e

ativa os genes que participam da formagao do osso.
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3.4 Evolucao dos bancos de tecidos no Brasil

Considerando os resultados satisfatorios no uso de aloenxertos
captados de multidoadores de 6rgaos e tecidos com morte encefalica, um
nuamero cada vez maior de cirurgides ortopédicos e dentistas optam
atualmente pelo uso de enxertos homologos, fato este percebido nas
estatisticas dos ultimos anos (Associacdo Brasileira de Transplantes de
Orgdos — ABTO?). Este fato é corroborado pelas desvantagens ja
conhecidas no uso dos tecidos autdlogos, tais como o aumento da
morbidade do doador, maior risco de infecgdo inerente ao segundo
procedimento cirdrgico necessario para sua obtencdo, risco de leséo
nervosa e limitacdo da quantidade e variedade do enxerto obtido (Smith et
al.,1984; Cunningham, Reddi, 1992; Drumond, 2000).

Esta tendéncia, aliada ao numero crescente de pacientes portadores
de perdas d6sseas que procuram 0s servigos especializados de ortopedia e
odontologia, impulsiona a criagcdo de alguns Bancos de Tecidos no Pais de
forma experimental.

Em 1997, com a reorganizagdo do sistema de captagdo de 6rgaos, a
valorizagcdo dos transplantes de tecidos no Brasil e o maior destaque aos
transplantes de tecidos, fez-se necessaria maior discussao sobre o tema.

O recém-criado Sistema Nacional de Transplantes — SNT, do
Ministério da Saude, discute e elabora juntamente com comissdes técnicas,

as primeiras legislagdes contemplando o uso de tecidos pela comunidade

2, Registro Brasileiro de Transplantes; Orgao oficial da Associacdo Brasileira de Transplante de
Orgaos-ABTO: 2000 - 2007
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médica®. Mais tarde, legislagbes especificamente voltadas para as
atividades de um banco de tecidos sdo publicadas* e passam a servir de
diretriz na estruturacdo de novos bancos e a reestruturagcdo daqueles
existentes.

As diretrizes sdo embasadas nos protocolos ja desenvolvidos em
carater experimental por alguns centros e nos “standards” desenvolvidos por
Associagdes internacionais (European Association of Tissue Banks — EATB
e American Association of Tissue Banks-AATB), que ha décadas se dedicam
ao desenvolvimento de pesquisas e padronizagao de técnicas que garantam
a qualidade e viabilidade dos multiplos tecidos obtidos pelos bancos.

Essa evolugao na legislagdo promove a criagdo dos primeiros centros
de referéncia na captagéo, processamento e distribuicdo em larga escala de
tecidos musculoesqueléticos. Assim, os primeiros trabalhos nacionais
relatando a experiéncia na reestruturacdo de um banco de tecidos sao
publicados (Amatuzzi et al., 2000, Amatuzzi et al., 2004).

Os Bancos de Tecidos credenciados pelo SNT recebem notificagbes
de potenciais doadores das vinte e trés centrais de notificacdo e captacao de
orgaos e tecidos — CNCDO, logisticamente espalhadas pelo Pais. Além
disso, a legislagdo permite também a criacdo de equipes satélites em
localidades com auséncia de um banco de tecidos.

Dados e amostras bioldgicas relacionadas ao processo de obtencgao,
triagem dos doadores e wuso dos tecidos sado obrigatoriamente
disponibilizados pelos bancos de tecidos, por um periodo de até 25 anos,

tornando possivel assim sua rastreabilidade.

% Lein.9434 de 5 de fevereiro de 1997, Decreto n. 2268 de 20 de junho de 1997.
* Portaria n.1686 de 20 de setembro de 2002
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Um banco deve possuir uma estrutura minima composta por: sala
cirurgica para processamento dos tecidos ISO classe 5, com controle
rigoroso de particulas suspensas, equipada com sistema de filtragem por
filtros HEPA (high efficiency particular air) e médulo de fluxo laminar. Deve
também possuir ultrafrezeers que atinjam temperaturas de 80 a 110 graus
negativos, vestiarios de barreira, sistema de monitorizacdo de temperatura
ininterrupto, soroteca, instrumentais especificos, manuais de procedimentos
atualizados, programas de validacdo de todos os equipamentos e
procedimentos praticados e equipe de profissionais capacitados com
disponibilidade diuturna.

Nos ultimos anos, os bancos de tecidos oficiais no Pais assumem a
responsabilidade de captar, processar e disponibilizar tecidos com qualidade
e com baixo risco na transmissdo de doencgas. Além disso, com o
aprimoramento das técnicas de transplantes de tecidos e o conhecimento
mais apurado sobre a agao dos fatores de crescimento, surge a necessidade
de conhecer, sintetizar e associar estas substincias aos enxertos como

forma de controlar e garantir melhores resultados nos tratamentos.

3.5 Histomorfometria

A histomorfometria visa analisar a morfologia 6ssea e seus
componentes (medidas de volume, area, perimetro etc.). Esta técnica é

desenvolvida primordialmente para a analise de rochas, e atualmente é



Revisao da Literatura 24

empregada para analisar comportamentos celulares dos tecidos a partir de
sua conformidade estrutural, expressa em finas fatias sobre uma lamina. A
leitura histolégica e a definicao dos elementos que compdem a microtextura
Ossea € o principal objetivo deste procedimento. O método pode ser manual,
semi-automatico e automatico. No primeiro, utiliza-se um microscopio
acoplado a uma régua micrométrica. Na versdao semi-automatica o
microscopio é acoplado a um computador, que por sua vez utiliza um
software que permite gravar e analisar quantitativamente as imagens de uma
ldamina, vista pelas lentes do microscopio, que sao projetadas a uma placa
digitalizadora e desenhadas manualmente. A definicdo de cada estrutura
histolégica cabe a um profissional. Por ultimo, a técnica automatica permite
capturar as imagens do microscépio com o uso de cameras de video e a
definicdo de cada estrutura é determinada pelo préprio computador, que
analisa automaticamente a coloragao de cada estrutura. Embora esta ultima
seja a técnica mais veloz, € também a de menor sensibilidade (Garrahan et
al., 1986 apud Jorgetti, 2003; Aaron, Shore, 2003).

A histomorfometria analisa parametros primarios ou estaticos
(extensao, numero e distancia) e os parametros derivados, que sao divididos
em estruturais (analisam estrutura 6ssea) e cinéticos (analisam a dinamica
do tecido 6sseo). Embora grande parte dos estudos histomorfométricos
sobre o tecido 6sseo envolvendo animais sejam realizados em ratos, alguns
autores optam pelo uso do coelho devido ao seu porte e morfologia éssea
favoravel para a realizagdo dos mesmos (Gameiro, 1997; Jorgetti et al.,

2000, Butterfield et al., 2005; Jung et al., 2005; Tamae, 2005).
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3.6 Fatores de crescimento

ApoOs a década de 1980, ocorrem avangos significativos no estudo de
substancias que possam assumir um papel coadjuvante no processo de
reparagdo do tecido 0sseo e na osteointegragdo dos enxertos. Estas
substancias sdo denominadas fatores de crescimento, e atuam como
indutores e mediadores da resposta celular em sinergismo com as células
pertencentes ao tecido 6sseo (Centrella et al., 1989; Urist, 1992).

Fatores de crescimento s&o proteinas compostas por cadeias
polipeptidicas (100 a 200 aminoacidos) e se apresentam na forma
monomeérica, dimérica ou trimérica. Possuem atuagdo na regulacdo do
crescimento celular, sintese de proteinas, divisdo, proliferagdo, migracao e
diferenciagdo celular. Cada grupo destas proteinas € produzido por
linhagens celulares especificas (plaquetas, fibroblastos, células endoteliais,
macrofagos, mondcitos etc.) e possuem distintas propriedades de agao local.
Estes polipeptideos se ligam aos receptores de membrana celular
especificos e agem como reguladores locais da funcao celular através dos
mecanismos de estimulacao ou inibicao (Riley et al.,1996).

No tecido 6sseo se encontram alguns dos fatores de crescimento que
atuam em sua reparagcdo e manutencdo. Entre os mais citados estdo as
proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), fatores de crescimento simile a
insulina | e Il (IGF-I e IGF — Il), fator de crescimento de fibroblastos (FGF),
fatores de crescimento de transformacao (TGF) e o fator de crescimento

derivados das plaquetas — PDGF (Solheim, 1998).
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As BMPs despertam grande interesse entre os pesquisadores.
Estudos que avaliam seu efeito nos tecidos musculoesqueléticos tornam-se
mais frequentes, porém sua aplicabilidade clinica € comprometida pela
complexidade e onerosidade de sua purificacdo em laboratério. Além disso,
a pouca quantidade de BMP no tecido 6sseo (1 a 2 uyg BMP/Kg de osso
cortical) impde o uso de grandes por¢des de 0sso para sua extragdo, em
quantidades que sejam aplicaveis clinicamente (Tuominen, 2001).

Outras destas substancias com fontes mais disponiveis sdo também
purificadas em laboratério e disponibilizadas sob a forma recombinante. A
exemplo disso, a producado e uso dos recombinantes de PDGF e TGF
extraidos de plaquetas fomenta mais estudos que busquem alternativas
efetivas que auxiliem no processo de reparo do tecido ésseo.

Uma explanagdao mais complexa sobre as plaquetas e os fatores de

crescimento por ela sintetizados sdo apresentados a seguir.

3.6.1 Plaquetas

As plaquetas sdo isoladas pioneiramente por Zimmermann

(1860), Max Schultz (1865) e Osler (1874), que descrevem as primeiras

caracteristicas morfolégicas, embora ndo reconhegcam sua devida

importancia. Mais tarde, Hayem (1878) relata que as plaquetas se
desenvolvem e se diferenciam em hemacias.

A funcdo das plaquetas é descrita por Bizzozero em 1882 (apud

Bithell, 1998) que descreve sua qualidade adesiva e participacdo no

processo de coagulagao do sangue de coelhos e cobaias.
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As plaquetas sao consideradas células incompletas, por serem

formadas apenas por fragmentos citoplasmaticos de células que |hes dao

origem — os megacariocitos. Possuem formato discoide, sdo anucleadas,

com tamanho heterogéneo (entre dois a trés um de didmetro). No sangue, o

numero circulante dessas células esta entre 200 a 400.000 unidades por

mm3. As plaquetas séo liberadas do citoplasma dos megacariocitos

medulares e chegam até a circulagdo sanguinea, onde possuem uma vida

média de oito a dez dias (Lorenzi, 2003).

Vermylen et al. (1983) apud Melende (2003) e Lorenzi (2003)

descrevem a arquitetura das plaquetas em regides:

a)

Zona periférica: Camada mais externa da plaqueta onde se situam
elementos (antigenos, glicoproteinas e enzimas) que interagem com o
meio externo (com a parede dos vasos ou com outras células). Algumas
proteinas plasmaticas e fatores de coagulagdo ficam aderidos nesta
camada até que entrem em atividade quando estimulados. Nesta porcao
se encontram também alguns receptores de membrana que exercem

funcao regulatéria ou inibitéria.

Zona Gelatinosa ou Citoplasmatica (Zona Gel): € constituida de
microfilamentos e proteinas relacionadas ao processo de contragcao da
organela e emissao de pseuddépodos. Sua arquitetura € composta por
proteinas arranjadas, também chamadas de microtubulos.

Esses microtubulos s&o cilindros ocos, rigidos e resistentes que se

conectam a microfilamentos e d&o origem ao citoesqueleto das
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plaquetas. Os microtubulos sao constituidos por uma proteina chamada
tubulina, que tem a capacidade de promover uma contracao estrutural,
conforme a polimerizagéo (repouso) e despolimerizagao (ativagéo). Por
sua vez, os microfilamentos sdo formados por actina que também
participam do mecanismo de contragdo. Na extremidade destes
filamentos, ocorre remodelacao pela associacdo e dissociacdo de suas
subunidades, fazendo com que o citoesqueleto mude de forma. A
contracdo das plaquetas possibilita a secrecdo de seus produtos,
presentes nos corpos densos, granulos alfa e lisossomas.
Eventualmente, complexos de Golgi estdo situados nesta regido e
podem acumular PDGF no seu interior (Ostman et al.,1992).

Sistema de membranas: Sdo invaginagbes da membrana plasmatica
formando um canaliculo conectado a superficie e tem como fungao
ampliar a area de contato, comunicar o endoplasma com o meio externo
e permitir a saida de produtos.

Zona de Organelas: Nessa porcao se encontram varias estruturas
chamadas de grénulos alfa, corpos densos e lisossomas. Os granulos
alfa contém muitas proteinas, incluindo o fator de crescimento derivado
de plaquetas — PDGF e fator transformador de crescimento - TGF.
Podemos também encontrar nessas estruturas outros constituintes,
como os fatores de coagulagcéo (fator V, fibrinogénio, fator VIII) e
proteinas adesivas (integrinas, fibronectina, vitronectina e fator de Von
Willebrand). Nas plaquetas, as integrinas participam do processo de
agregacao plaquetaria. Nos lisossomas podemos encontrar as enzimas,

como fosfatase acida, glucosaminidase, galactosidase.
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Na circulagdo, as plaquetas nao ativadas sao encontradas
agrupadas ou isoladas. A ativagao pode ocorrer por processo fisico, como
no caso de um vaso lesado, ou por processo quimico, ocasionado pelas
substancias coaguladoras como a trombina. Apdés a ativagcdo, as
plaguetas se ligam ao colageno através de receptores presentes na
membrana externa. Sua forma é alterada passando da forma discoide
para a forma irregular. Essa alteracdo de forma é fundamental em sua
interacdo com o meio extracelular e sua agregagao com outras estruturas
e células. Este processo de agregacao plaquetaria é facilitado por
substancias ligantes chamadas de integrinas. As integrinas mediam as
interagcdes entre o citoesqueleto e a matriz extracelular necessarias para
sua fixagdo. A presenca de ions de calcio permite a formagao de um
complexo chamado de protrombinase (associacdao plaquetas, fator V e
Ca™). A protrombinase é clivada posteriormente em trombina, que por
sua vez, cliva as moléculas de fibrinogénio, transformando-o em fibrina
por meio das ligagcdes arginina-glicina. A fibrina propicia maior
estabilidade da agregacao plaquetaria (coagulo). Outra fungao dos ions
de calcio € induzir a emissdo de pseudopodos pela membrana. Isto
porque a presenca de trombina induz o influxo maci¢co de ions de calcio
para dentro do citosol, induzindo o prolongamento dos filamentos de
actina e formacgao de ramificagdes do citoplasma. Possibilita também a
migracao dos granulos e subprodutos no citoplasma, que sao secretados
durante a contragcdo das plaquetas (Lorenzi, 2003; Alberts et a fosfatase

acida ., 2004).
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As plaquetas, como todas as células de um organismo multicelular,
dividem-se quando ha necessidade de mais células. Geralmente tal
necessidade é determinada por sinais ou estimulos extracelulares de outras

células ou de mitégenos.

3.6.2 Fator de crescimento derivado de plaquetas — PDGF

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é um dos
primeiros mitdgenos descritos na literatura. E composto por dois peptideos,
A e B, que sao codificados por diferentes genes (PDGFA e PDGFB). Essa
proteina pode ser encontrada na forma homologa como PDGF-AA e PDGF-
BB ou heterdloga - PDGF-AB (Ostman et al., 1992; Graves, Cochran, 1994;
Alberts et al., 2004).

O peso molecular pode variar entre 28 e 35 kDa. O PDGF é
encontrado nas plaquetas, especificamente em seus granulos-alfa. O PDGF
pode ser sintetizado por varios tipos celulares como fibroblastos,
queratinécitos, células endoteliais, macrofagos, porém, grande estoque
deste fator de crescimento € encontrado nos granulos plaquetarios. A agao
do PDGF é exercida sobre uma célula pela ativacdo de dois receptores de
membranas (a e ) que possuem atividade tirosina-quinase e que promovem
a ativacao dessas vias de sinalizac&o intracelular pela acido da enzima PI3-
quinase. Esta enzima ativa outras proteino-quinases, resultando no aumento
da traducdo de mRNA e estimulando o crescimento e proliferacdo celular

(Centrella et al., 1989; Heldin, Westermark, 1999; Alberts et al., 2004).
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Centrella et al. (1989) em um estudo “in vitro” analisam o efeito do
PDGF em culturas de osteoblastos obtidas de fetos de ratos e ressaltam a
participacdo direta do PDGF no aumento da replicagcdo e sintese das
proteinas envolvidas no processo de formagao éssea, pela interagdo como
receptores de membranas. O efeito atribuido ao PDGF ocorre mesmo com a
auséncia de outros fatores de crescimento.

Marx e colaboradores (1998) descrevem as atividades mais
importantes do PDGF: mitogénese (multiplicacdo celular de agentes
reparadores), angiogénese (mitose endotelial em capilares) e ativagao de
macrofagos (agao fagocitaria).

Solheim (1998) descreve que o dimero PDGF-BB e PDGF-AB atuam
como fatores de crescimento sistémicos e que o PDGF-AA atua como um
fator de crescimento local no osso.

O PDGF é o primeiro fator de crescimento presente em uma ferida,
liberado pelas plaquetas apds a coagulagdo do sangue. Estimula a divisao
celular em diversos tipos celulares, inclusive os fibroblastos, durante o
processo de cicatrizacdo do tecido conjuntivo (Heldin, Westermark, 1999;
Alberts et al., 2004).

Muitos dos tipos celulares que respondem a ag¢ao do PDGF
necessitam aderir a um determinado substrato presente na matriz
extracelular para iniciar o crescimento e proliferagcdo, caso contrario podem
até entrar em apoptose. Assim, estas células sdo dependentes de um

fendmeno denominado ancoragem-dependente.
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As integrinas possuem papel fundamental neste fenébmeno, pois ao
estarem presentes na superficie celular e aderidas aos filamentos de actina
do citoesqueleto, suas ligagdes a moléculas presentes na matriz extracelular
resultam em ancoragem da mesma. A ligacdo das integrinas promove
também a ativacdo da enzima PI3-quinase, responsavel pela emissao de

sinais mitogénicos (Heldin, Westermark, 1999; Alberts et al., 2004).

3.6.3 Fator de crescimento de transformacgao - TGF

Este fator de crescimento pertence a familia das proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP). E constituido por um grupo de polipeptideos
composto por duas subunidades a e 3 unidas por ponte dissulfidrica. O TGF
€ produzido pelos megacariécitos e, mais tarde, com a formacao plaquetaria,
€ incorporado e armazenado nos granulos alfa. Este fator de crescimento
pertence também ao grupo dos mitégenos. E liberado pelos granulos
plaquetarios durante sua degranulagdo, evento este induzido por sua
ativacdo na presenca da trombina. Pode também ser secretado pelos
macrofagos (Marx, 1998, Alberts et al., 2004).

Canalis et al. (1993) relatam que o PDGF BB associado ao TGFp
possui potente acdo mitogénica, sendo necessario para o restabelecimento
da populacao celular no processo da cicatrizacao.

Estudos tém demonstrado efeito positivo do TGF B no processo de
reparacao dos tecidos, na diferenciacdo de células mesenquimais. No tecido
0sseo, o TGF atua como um potente regulador da atividade celular,

participando de varios estagios da formagado 6ssea (Centrella et al., 1994;
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Riley et al., 1996) porque possui a capacidade de modular a diferenciagao e
proliferacdo de osteoblastos e condrécitos, os quais sao precursores no
processo de reparagao 6ssea (Aufdemorte, 1992, Lind et al., 1996, Marx et
al., 1998, Lane et al., 1999).

Nos osteoclastos, o TGF pode induzir ou inibir sua atividade,
promovendo assim um efeito regulatério da reabsorcdo (Centrella et al.,

1994; Sumner et al., 1995).

3.6.4 O uso clinico dos fatores de crescimento

Conforme ja citado, a evolugdo no estudo dos fatores de crescimento
promove o0 desenvolvimento de técnicas que permitem o isolamento e a
purificacdo laboratorial destas substancias, e estudos que avaliam seus efeitos
no tecido 6sseo em modelo experimentais com animais s&o apresentados:

Lynch et al. (1991) associam o PDGF ao fator de crescimento similar
a Insulina-IGF e os aplicam ao redor de implantes de titdnio fixados em
regides mandibulares de cées da raca “beagles”. Apds a analise dos
resultados, concluem que o grupo tratado com o PDGF/IGF apresenta uma
quantidade superior de osso neoformado quando comparado ao grupo
controle. Concluem que os fatores de crescimento estimulam a regeneragao
do tecido ésseo e aceleram o processo de osteointegragdo dos implantes.

Aufdemorte et al. (1992) avaliam o efeito do TGF associado ao gel de
metilcelulose ao redor de implantes fixados na tibia de babuinos. Apods 22
dias, a analise histomorfométrica mostra um efeito substancial do TGF no

aumento da atividade e proliferacdo de osteoblastos.
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Giannobile et al. (1994) repetem a associagao do PDGF com o IGF e
avaliam os resultados desta aplicacdo em defeitos periodontais em primatas
e caes e comparam os resultados encontrados em ambos os modelos
experimentais. Relatam que a quantidade de osso neoformado e a resposta
O0ssea ao estimulo é superior no grupo tratado com o PDGF e IGF nos dois
modelos. A quantidade de osso neoformado é superior nos primatas (64,1%)
em relagdo aos caninos (51,4%), porém a resposta 6ssea ao estimulo é
mais relevante nos caninos (65%) quando comparado aos primatas (21,6%).
Concluem que a associagao do PDGF e IGF tem efeito consistente no
processo de regeneracado 0ssea nos dois modelos estudados.

Em outro estudo, Giannobile et al. (1996) comparam o uso isolado e
associado do PDGF e IGF em defeitos periodontais realizados em primatas.
A analise dos resultados mostra que a aplicagao isolada do IGF nao tem
efeito relevante no processo de cicatrizacdo, enquanto que o PDGF é
isoladamente mais eficiente na neoformacgao éssea. No entanto, os efeitos
mais expressivos no processo de cicatrizacdo e osteogénese sao
encontrados no uso das duas substancias associadas.

Lind et al. (1996) relatam o efeito estimulatério do TGF em
experimento com dez caes labradores. O fator de crescimento foi aplicado
ao redor de implantes de titanio no condilo femoral dos animais. Cada animal
recebe dois implantes, sendo um com a aplicagao de 0.3 pg de rhTGF-p1 e
o outro sem o fator de crescimento. Apds seis semanas, a analise
histomorfométrica evidenciou um aumento de 59% na taxa de crescimento

0sseo no grupo tratado com TGF em relagdo ao grupo controle (sem o TGF).
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Stefani et al. (2000) aplicam o PDGF associado ao IGF ao redor de
implantes fixados nas cavidades provocadas apds a exodontia em caes.
Relatam que a associacdo do PDGF/IGF tem participagao ativa no processo
de reparacado Ossea expressa pela constatacdo de maior porcentagem de
0SS0 e maior contato do implante ao leito receptor.

Khan et al. (2000) em uma revisdo sobre os recombinantes de fatores
de crescimento confirmam o envolvimento do PDGF com o tecido dsseo pela
ativacdo dos receptores do tipo PDGF-B detectados na membrana de
osteoclastos por imunohistoquimica. Ressaltam que embora estas
substancias ainda ndo sejam utilizadas no uso clinico mostram-se como um
potente meio de estimular o crescimento 6sseo.

Embora o efeito positivo seja descrito e evidenciado por alguns
trabalhos envolvendo animais, outras solugdes mais simples, seguras e com
menor custo sdo destacadas.

Marx (1998) propde o uso dos fatores de crescimentos na forma “in
natura” presentes do plasma autélogo rico em plaquetas - PRP. Seu preparo
através de um protocolo simplificado, diferente do método mais complexo
realizado pelos bancos de sangue, motiva novos estudos sobre o tema.

O uso do PRP e os métodos de obtencao sao apresentados a seguir:
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3.7 Plasma autélogo rico em plaquetas-PRP

O plasma autdlogo rico em plaquetas € um hemoderivado atéxico,
nao imunorreativo, obtido através de técnicas simplificadas de sequestragao
e concentragdo de plaquetas apos multiplas centrifugacées de amostras
sanguineas coletadas momentos antes de sua preparagao. Contém fatores
de crescimento produzidos e liberados pelos grénulos plaquetarios, tais
como o fator de crescimento derivado de plaquetas — PDGF e fatores de
crescimento de transformagdo —TGF (Marx, 1998; Anitua, 1999; Lozano et
al., 1999; Okuda et al., 2003).

A separagao do PRP ocorre pela diferengca de densidade e tamanho
das células que constituem o sangue. Apds a centrifugacgao, as células mais
pesadas, como as hemaceas, ficam retidas no fundo do tubo. Logo acima
sera depositada uma camada visivelmente mais clara denominada plasma,
que por sua vez se divide em duas camadas. Na primeira (porcao mais
inferior) se encontra a denominada “buffy coat”, que é rica em plaquetas e
leucdcitos (PRP). Logo acima, verifica-se a segunda camada, o plasma com
plaquetas dispersas (plasma pobre em plaquetas-PPP). No momento da
utilizacao, a geleificagcao do PRP é feita através da ativagdo da cascata de
coagulagao pela adi¢ao de solugao de tromboplastina e cloreto de calcio (via

extrinseca).
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3.7.1 Métodos de obtencao e uso clinico do PRP

Como ja abordado, em 1998, Marx et al. publicam os resultados
animadores de um trabalho que apresenta uma metodologia simplificada de
obtencao do PRP. O processo consiste em centrifugar a 5600 rpm amostras
de sangue total acrescido do anticoagulante citrato de sodio. Assim, a
diferenca de densidade permite a divisdo do plasma em Plasma Rico em
Plaquetas — PRP (situado na porgao inferior da bolsa) e Plasma Pobre em
Plaquetas — PPP (situado na porcdo superior). Afirmam que O processo
aumenta a concentracao de plaquetas em 330% do nivel normal do sangue.
No mesmo trabalho o autor realiza a aplicagdo do PRP associado a enxertos
autégenos retirados do iliaco posterior. Sdo comparados dois grupos. No
primeiro, 44 defeitos mandibulares sao tratados apenas com enxerto
autdlogo e outros 44 sao tratados com enxerto autdlogo associado ao PRP.
Apds seis meses, sao realizadas avaliagbes radiograficas e
histomorfométricas dos locais de enxertia. Os dados mostram um volume
superior e maior taxa de maturagao o6ssea no grupo tratado com PRP e
concluem que seu uso associado ao enxerto autélogo € uma disponivel e
pratica ferramenta, que resulta em maior formagao dssea.

Motivados pela possibilidade pratica de obtengdo dos fatores de
crescimento presentes no PRP, diversos estudos apresentam e reproduzem

outros protocolos (Quadro 2):



Quadro 2. Protocolos simplificados para obtengéo do PRP

AUTOR MATERIAL CENTRIFUGACAO ANTICOAGULANTE RESULTADO

Lozano etal.,, bolsa 1900 G por 3’ + 500 G por 5° edta 0.86 x 10° plag/mL ou 860.000 plag/ul

1999

Sonnleitner et tubo 160 G por 20’ +400 G por 15’ citrato sodio 2 x 10° plag/250 pl

al., 2000

Kim et al., tubo 400 G por 40’ + 5000 G por 15’ acido citrico dextrose-ACD  1.48 x 10° plag/mL ou 1487.000 pl

2001

Lemos et al., tubo 800 rpm por 10’ + 1300 rpm por 10’  citrato sodio 1.2 x 10° plag/mL ou 1.200.000 pl

2002

Aghaloo et al., tubo 1500 rpm por 10’ + 3000 rpm por 10’ acido citrico dextrose-ACD  Proporg¢ao da contagem: 1:100 (1ul PRP:100ul

2002 oxalato de aménio 1%)
1,5 x 10° /mm3 ( 1:100)

Okuda et al., tubo 2400 rpm por 10 ‘ + 3600 rpm por15’ acido citrico dextrose-ACD 0,70 x 10° plag/mL ou 700.000 plag/ul

2003

Furst et al., bolsa 2890 G por 6" + 153 G por 12’ acido citrico dextrose-ACD  1.04 x 10° plag/mL ou 1040.000 plaqg/ul

2003

Wilson, 2003  tubo 1800 rpm 15’ citrato sodio Proporgéo 1:200 ( 20 pl PRP : 2000 pl oxalato.
111.000 a 1.700.000 plag/mm3

Efeoglu et al., tubo 300 G por 10’ + 5000 G por 5’ edta 3.134.500 plag/ul

2004

Butterfield et tubo 150 G 20’ + 400 G 10’ acido citrico dextrose-ACD  2.061.000+ 854.000/mm3

al., 2005

Tamae, 2005 tubo 200 rpm 20’ + 400 G 10° acido citrico dextrose-ACD  Proporgao da contagem: (10ul PRP:200ul

oxalato de aménio 1%)

1,62 a 1,84 x 10° plag/mL ou 1.612.000 a
1.846.000 plag/ul

BJN)EIS)IT BP OBSIASY

8¢



Revisao da Literatura 39

A evidente facilidade de obtencao e aplicabilidade clinica do PRP
motiva seu uso em escala crescente. Varios trabalhos ao longo dos anos
investigam o efeito dos fatores de crescimento presentes no PRP durante o
processo de reparacao do tecido 6sseo. Na odontologia o uso do PRP é
mais freqlente e sua aplicacdo ocorre principalmente nas areas de
implantodontia, periodontia e bucomaxilofacia. Com o intuito de
disponibilizar mais uma opc¢édo de tratamento das perdas osseas ou da
melhor integracdo de enxertos e materiais de implantes, estudos em
humanos, “in vitro” e com modelos experimentais em animais sao
desenvolvidos com o uso do PRP isolado ou associados a enxertos

autdégenos, xenoenxertos, biomateriais, materiais de implantes, entre outros.

3.7.1.1 O uso do PRP em humanos

Shanaman et al. (2001) analisam os efeitos do PRP na técnica de
regeneragao 6ssea guiada (guided bone regeneration - GBR), em defeitos
de cristas alveolares com perdas 6sseas horizontais e verticais. A adigao de
PRP nao mostra diferencas na qualidade e quantidade de osso neoformado
em comparagao com o grupo tratado sem a adi¢céo de PRP.

Camargo et al. (2002) utilizam o PRP associado a enxerto bovino com
a técnica GTR (guided tissue regeneration) e o comparam ao uso isolado de
GTR em 18 pacientes portadores de defeito dsseo periodontal. Os moldes
acrilicos sao utilizados para mensurar os defeitos 6sseos antes e seis meses
ap6s a realizagdo do procedimento cirurgico. Os resultados mostram

beneficios clinicos e estatisticos no efeito regenerativo do GTR quando este
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€ associado ao enxerto bovino e PRP. Os autores relatam ainda que a
combinagdo de mais de uma técnica cirurgica garante maior potencial de
melhora nos resultados clinicos em relagao a técnica utilizada isoladamente.

Feres Junior (2003) avalia o indice de sucesso de implantes
osteointegrados com e sem o0 uso do PRP preparado com a técnica de
centrifugacdo. E realizada pesquisa em 1267 prontudrios, totalizando 1572
implantes, sendo que em 642 pacientes foi utilizado o PRP. Com base nos
dados obtidos, conclui que o uso de PRP associado a fixagao de implantes
conduz a menor perda dos mesmos, aumentando o indice de percentual de
sucesso de maneira geral, principalmente nos implantes maxilares.

Mazor et al. (2004) tratam 105 pacientes portadores de falhas 6sseas
maxilares. Os defeitos sdo preenchidos com um preparado de enxerto
composto por osso autégeno (30 a 40%) e osso xendgeno Bio-Oss® (60 a
70%). O enxerto é associado a 10mL de PRP preparado com 50mL de
sangue autologo. Apds seis meses, a anadlise radiografica mostra uma
aceleracao do processo de cicatrizagao dssea e de partes moles. Os autores
relatam também a facilidade de manuseio cirdrgico dos enxertos quando
associados ao PRP.

Dori et al. (2007) investigam o efeito do PRP na cicatrizagdo de
defeitos periodontais de 30 pacientes portadores de doenca periodontal. Os
defeitos sao tratados com ou sem a associacdo do PRP com a matriz éssea
bovina (BioOss®) e membrana reabsorvivel de colageno (BioGide Perio®).
O PRP ¢ preparado conforme o método de Curasan®. Durante um ano, os

pacientes sdo submetidos a avaliacdo clinica e alguns parametros sao
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comparados (indice de placa, indice gengival, hemorragia durante a
sondagem, profundidade de sondagem, quantidade de recessao gengival e
o nivel clinico de insercao). Ao final, os autores nao evidenciam diferencas

significantes nos parametros analisados com o uso do PRP.

3.71.2 O uso do PRP em modelos experimentais com animais.

Kim et al. (2002a) associam o PRP ao enxerto de osso humano
desmineralizado e os implantam em defeitos provocados na crista iliaca de
10 caes. Em cada animal, trés falhas sao realizadas e os implantes de titanio
sdo fixados isoladamente (controle), associados ao enxerto (grupo 2) e
associados ao enxerto e PRP (grupo 3). Na analise histomorfométrica
observam uma porcentagem maior de contato entre o enxerto € 0 0sso
receptor no grupo tratado com o PRP.

Estes mesmos autores (2002b) realizam novo estudo em caes com
a intencao de observar diferencas na reparagao de defeitos 6sseos ao
redor de implantes de titdnio. O primeiro grupo é tratado apenas com
matriz de gesso Paris, o segundo com este substituto 6sseo associado ao
PRP e um terceiro grupo sem qualquer tipo de tratamento (controle). Apés
seis e doze semanas as amostras sao submetidas a avaliagao histoldgica
e histomorfométrica. Os resultados mostram maior neoformacao dssea ao
redor dos implantes pertencentes aos grupos um e dois, sendo que neste
ultimo (PRP e matriz) observa-se maior porcentagem de contato entre
implante e osso hospedeiro, além de neorfomagdo Ossea mais

generalizada.
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Aghaloo et al. (2002) publicam um estudo que utiliza o PRP em
defeitos Osseos provocados em cranio de 15 coelhos. A amostra foi
estratificada em trés grupos com analise em um, dois e quatro meses apos a
cirurgia. Em cada animal sao realizados quatro defeitos, depois tratados com
PRP isolado, PRP associado ao osso autélogo, osso autdlogo e nenhum
tratamento (controle). Os resultados mostram um significante aumento na
densidade 6ssea nos grupos tratados com osso autdlogo e osso autélogo
associado ao PRP quando comparados ao grupo controle, porém nao houve
significantes alteragdes na comparagao osso autélogo mais PRP versus
0sso autdlogo em nenhum dos periodos analisados. Os autores destacam a
importancia de dois detalhes no estudo: o numero pequeno de amostras
(cinco animais por periodo) e a utilizacdo de osso cortical, diferindo dos
demais estudos similares.

Furst et al. (2003) estudam a associagdo do PRP a matriz de
hidroxiapatita bovina utilizada no preenchimento de seios maxilares de 12
porcos. De um lado, o seio € preenchido com o enxerto associado ao PRP e o
do outro apenas o enxerto. Dois implantes metalicos séo fixados
bilateralmente sobre a area enxertada. Os animais sao sacrificados apos trés,
seis e doze semanas. A analise histomorfométrica mostra um percentual de
contato osso-implante menor no grupo tratado com PRP e sua associagao a
matriz de hidroxiapatita bovina ndo leva a resultados superiores.

Wilson (2003) estuda a estimulagao da consolidagao éssea pelo PRP
aplicado nas falhas diafisarias provocadas no radio de coelhos. Apds uma

analise radiografica e histolégica a autora conclui que o PRP apresenta
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propriedades osteogénicas e osteoindutivas e possui potencial para
aplicabilidade clinica em humanos.

Croci et al. (2003a) analisam o efeito do concentrado de plasma em
falhas o6sseas de dois milimetros em fémures de 10 camundongos
isogénicos. O sangue periférico € coletado e submetido a técnica de
centrifugacdo simplificada para separagdao do PRP. Dois grupos sao
comparados. No grupo | (controle) as falhas ndo recebem tratamento e no
grupo I, o concentrado de plasma € aplicado. Apds duas semanas, 0s
animais sao sacrificados, e as pecas enviadas para analise
anatomopatolégica. Concluem que o concentrado nao leva a estimulagao da
formagao do calo 6sseo, porém ressaltam uma tendéncia de formacao de
matriz 6ssea no grupo tratado com PRP.

Wiltfang et al. (2004) analisam o efeito do PRP em falhas Osseas
provocadas no osso frontal de 24 suinos. O PRP é preparado com o uso de
dois diferentes Kits (Curasan - Kleinostheim, Germany e 3i- Deutschland,
Hanau, Germany). As falhas sédo tratadas com enxerto autégeno, enxerto
autégeno associado ao PRP, Cerasorb® (granulos de fosfato tricalcico), blocos
de BioOss® (osso esponjoso bovino) e Colloss © (blocos esponjosos de
colageno bovino). Apds duas, quatro e doze semanas, amostras sao
submetidas a analise histomorfométrica. Concluem que o uso de PRP néao
traz beneficio quando associado a substitutos dsseos, porém apresenta efeito
significativo na regeneragéo 6ssea quando associado ao enxerto autdégeno.

Roldan et al. (2004) investigam o efeito do PRP associado ao enxerto

bovino aplicado na regido mandibular de ratos Wistar e n&o encontram
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efeitos significativos na formacado o6ssea. Os autores correlacionam o
resultado a auséncia de osteoblastos no enxerto.

Zhang et al. (2004) realizam uma experimentagcdo em 24 coelhos
Nova Zelandia. Tratam falhas Osseas provocadas na porgdo superior do
radio com substituto 6sseo poroso ceramico com e sem PRP. Apds duas,
quatro, oito e doze semanas realizam avaliacdo histomorfométrica, por
microscopia Optica e eletrbnica. Os resultados mostram maiores
porcentagens de osso neoformado na segunda semana do pdés-operatoério
no grupo tratado com PRP. Sugerem o uso do PRP no tratamento
ortopédico de defeitos em 0ssos longos e ressaltam a necessidade de mais
estudos sobre o efeito do PRP no tecido 6sseo.

Butterfield et al. (2005) analisam o efeito do enxerto autélogo
associado ao PRP na elevagao de seios maxilares em 12 coelhos. O numero
de plaquetas obtidas no PRP preparado com a técnica de dupla
centrifugacdo €& superior a dois milhdes de unidades. Os animais sao
sacrificados apdés duas, quatro e oito semanas, sendo as amostras
submetidas a analise histomorfométrica e por tomografia computadorizada.
Os autores relatam que o uso de coelhos € um apropriado modelo para
investigacdo do PRP, pois suas caracteristicas hematolégicas séo similares
as dos humanos. Ao final do trabalho, ndo encontram evidéncias de acao
estimulatéria do PRP na cicatrizagdo de enxertos autdlogos. Pela
histomorfometria ndo sdo evidenciados aumentos significantes na taxa de

formacao dssea e na densidade com a aplicacdo do PRP.
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Fennis et al. (2005) estudam o efeito do PRP associado a enxertos
autologos particulados colocados em um arcabougo de osso irradiado a 50
kGy em falhas mandibulares de cabras. Os resultados levantados neste
experimento pelas analises radiografica e histoldgica sdo comparados aos
dados de outros trabalhos do autor com modelo experimental idéntico, mas
que nao utiliza o osso irradiado. Assim, os grupos sao formados: Grupo |
(osso néao irradiado + enxerto autdlogo particulado); Grupo Il (osso nao
irradiado + PRP e enxerto autélogo particulado) e Grupo Il (osso irradiado
+ PRP e enxerto autdlogo particulado). Na conclusado, relatam que as
falhas tratadas no Grupo Il apresentam cicatrizacdo &ssea inferior ao
Grupo Il, mas que o PRP colabora compensando as desvantagens
causadas pela irradiacao.

Tamae (2005) realiza um trabalho sobre o efeito do PRP no processo
de neoformacao dssea em alvéolos dentarios de coelhos apds exodontia. Os
alvéolos sao tratados com a aplicagédo de PRP e avaliados apos trés, quatro
e oito semanas por microscopia convencional e por fluorescéncia. O autor
conclui que a aplicacdo do PRP resulta em melhor neoformacgéao d6ssea de
forma quantitativa e qualitativa.

Jung et al. (2005) comparam os efeitos do PRP com outros
substitutos dsseos e fatores de crescimento comercialmente disponiveis em
defeitos O0sseos provocados na calvaria de 16 coelhos Nova Zelandia. A
amostra é estratificada em: Grupo 0 (sem tratamento ou controle); Grupo 1
(uso isolado da matriz de fibrina ou Tissucol®); Grupo 2 (uso isolado do

PRP); Grupo 3 (uso do Tissucol® associado ao fator de crescimento rhBMP-2);
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Grupo 4 (uso do PRP associado ao rhBMP-2). Apds quatro semanas, a
analise histomorfométrica ndo mostra diferencas significantes tanto com o
uso do PRP quanto da matriz de fibrina em relagcdo ao grupo controle.
Ambos, porém, se mostram como eficazes sistemas de liberagao da proteina
morfogenética (rhBMP-2).

Dallari et al. (2006) analisam o tratamento de falhas 6sseas de 6mm
de didmetro provocadas na porgao distal femoral de 48 coelhos divididos em
quatro grupos. No Grupo | comparam o efeito do PRP versus o efeito do
aspirado de medula obtida da crista iliaca; no Grupo Il comparam o efeito do
PRP e do aspirado de medula associados ao enxerto autdlogo liofilizado e
irradiado a 25 KGy(freeze-dried bone allografts-FDBA); no Grupo |l
comparam o uso do FDBA isolado versus a associagdo do PRP com o
aspirado de medula e, por ultimo, no Grupo IV comparam o uso da FDBA
associado ao PRP e ao aspirado de medula versus nenhum tratamento
(controle). Amostras sdo obtidas apds duas, quatro e doze semanas e
submetidas as analises histolégica e histomorfométrica. Os resultados
mostram um taxa de cicatrizacao 6ssea superior nos defeitos tratados com
PRP associado ao aspirado de medula; no PRP associado ao FDBA; no
FDBA associado ao aspirado e também no FDBA associado ao PRP e
aspirado. Sao descritas evidéncias de cicatrizagdo 6ssea no modelo adotado
em duas semanas. Embora ndo seja atribuido ao PRP um efeito exclusivo
neste processo, os autores concluem que a combinacao dos trés elementos
(PRP, FDBA e aspirado de medula) acelera a cicatrizagdo e remodelagao do

tecido 6sseo. O efeito critico das falhas de 6 mm também é relatado.
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3.7.1.3 Estudos “in vitro” com o PRP

Gruber et al. (2002) avaliam “in vitro” a resposta mitogénica de células
osseas obtidas de amostras de osso trabecular humano em meios de cultura
contendo PRP. Observam que as plaquetas aumentam a proliferagao
dessas células e reforcam a hipotese de que as mesmas possuem um efeito
local que regula o processo de regeneragao dssea.

Weibrich et al. (2002b) realizam um experimento com amostra de
sangue total de humanos e analisam a quantidade de plaquetas e
concentracao de fatores de crescimento presentes no sangue total e no PRP
obtido por plasmaférese. A quantificacdo de PDGF, TGF e IGF sao
realizadas pelo método ELISA. Apds a analise dos valores obtidos, nao
correlacionam a quantidade de plaquetas presentes tanto no sangue total
quanto no PRP com a concentracdo de fatores de crescimento obtidos.
Alertam que uma predicao dos niveis de fatores de crescimento baseada no
numero de plaquetas presentes no sangue ou no PRP nao sao confiaveis.

Efeoglu et al. (2004) realizam analise “in vitro” do PRP obtido de
amostras de sangue de coelhos e preparado com a técnica simplificada de
dupla centrifugacdo. Para a coleta das amostras é realizada puncao da
veia marginal da orelha. Apds a primeira e segunda centrifugacao (330 G
por 10 minutos e 5000 G por 5 minutos respectivamente) realizam a
contagem do numero de plaquetas presentes na metade superior do
plasma (plasma pobre em plaquetas - PPP) e na metade inferior (PRP). No
PPP os valores médios de plaquetas sao de 1.061.000/ul e no PRP

3.134.500/ul. Segundo os autores, ndo ha correlagdo do género com o
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numero de plaquetas alcangado e ressaltam as facilidades encontradas no
uso deste modelo animal.

Kanno et al. (2005) avaliam os efeitos “in vitro” do PRP na proliferagcao
e diferenciacdo em duas linhagens de células obtidas de osteossarcoma
humano (HOS- Gibco, Grand Island , NY e SaOs-2). Para tal, analisam a
atividade da fosfatase alcalina, da expressdo de pro-colageno tipo | e os
niveis de mMRNA para osteopontina e osteoprotegerina. O PRP ¢é preparado
a partir de amostras de sangue de quatro voluntarios (dois homens e duas
mulheres) com a técnica de dupla centrifugagao (2000 rpm/5 minutos; 2000
rpm/20 minutos). O autores salientam que mesmo obtendo um numero baixo
de plaquetas no PRP em relagdo a outros trabalhos (60,8 x 10* plag/mL) o
mesmo foi capaz de aumentar significantemente a proliferacao celular.
Concluem que o PRP “in vitro” tem um efeito favoravel na diferenciacéo dos
osteoblastos e atua tanto como estimulador da regeneracdo dssea quanto
como ativador do processo de cicatrizagao de lesdes.

Durante a publicacédo dos estudos mostrando diversas modalidades

no uso do PRP, alguns autores realizam revisdes conceituais sobre o tema.

3.7.1.4 Revisoes conceituais sobre o PRP

Schliephake (2002) publica uma revisdo sobre a acdo do PRP e
fatores de crescimento (BMPs, IGFs, PDGF) aplicados nas reconstrugdes
maxilofaciais. Conclui que até aquela data n&o ha literatura com parametros
suficientes para indicar o uso do PRP e ressalta a necessidade de novos

estudos bem delineados para melhor conhecimento e indicacao.
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Anitua et al. (2004) em outra revisdo, analisam e discutem o uso do
concentrado de plaquetas em cirurgias plasticas, odontolégicas, ortopédicas
e oftalmolégicas. Concluem relatando que o concentrado de plaquetas
possui efeitos terapéuticos, pois acelera a ossificagcdo e estabilizagcdo de
implantes de titdnio em cirurgias odontolégicas. Nas cirurgias plasticas e
ortopédicas acelera o processo de cicatrizacdo muscular e tendinosa.

Marx (2004), preocupado com os mitos e verdades em relagédo ao uso
do PRP, publica mais uma revisdo de conceitos. Chama a atencéo para os
procedimentos de obtencdo do PRP e para a necessidade de realiza-los em
ambientes adequados, sendo este um fator importante na validacdo da
efetividade e qualidade do PRP preparado. Reafirma as propriedades
mitogénicas e estimulatérias do PRP, principalmente quando associado aos
enxertos Osseos, e critica os estudos com resultados pouco satisfatorios,
propondo uma analise criteriosa da qualidade do PRP utilizado e a presenca de
grupos controle nos estudos. Ainda nessa revisdo apresenta resultados
positivos com o uso de PRP associado a enxertos autdgenos e em tratamentos
de areas doadoras de pele. Acompanhando seus préprios trabalhos anteriores,
conclui indicando o PRP por seus efeitos, seguranga e aplicabilidade.

Garcia et al. (2004) também revisam a literatura sobre a utilizacdo do
PRP na Implantodontia. Relatam que apesar de muitos estudos mostrarem
bons resultados com o uso do PRP, seus efeitos na regeneragao dssea
ainda nao estdo muito claros e alertam para a necessidade de mais
trabalhos experimentais sobre o tema. Ressaltam também que o PRP é
considerado uma inovacdo na odontologia e que os cirurgides devem se

familiarizar com seu uso.
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3.7.1.5 Outros métodos de obtencao do PRP

Outros protocolos de obtencdo do PRP sido apresentados com a
finalidade de alcangar maior eficiéncia no isolamento plaquetario e dos
fatores de crescimento nelas contido. Procedimentos envolvendo a aférese
realizada em ambiente cirurgico permitem a obtencdo de volumes maiores
de PRP, através de um separador celular que captura plaquetas em volumes
correntes de 50mL/min.

Sao também desenvolvidos aparatos automatizados que utilizam a
técnica de centrifugacdo, porém de maneira mais facil e com menor
manipulacéo. Todos estes métodos podem processar quantidades pequenas
de amostras de sangue e obter de 5 a 6 mL de PRP por ciclo. Ainda que
eficazes, estes métodos encontram restricbes na aplicabilidade clinica
cotidiana devido ao alto custo.

Weibrich et al. (2002a) comparam dois métodos de obtencao do PRP
(Curasan®, Kleinostheim, Germany e Platelet concentrate collection system -
PCCS®, 3i Implant Innovations, USA). No método do PCCS®, 60 mL de
sangue total foram acondicionados em uma bolsa propria e centrifugados no
aparelho a 3.000 rpm por 3 minutos e 45 segundos. A segunda
centrifugacéo é a 3000 rpm por 13 minutos, resultando em 10 mL de PRP.
Os autores atribuem a este método a vantagem de menor manipulagao das
plaquetas, o que pode explicar sua maior efetividade. No método de
Curasan®, tubos de 8,5 mL contendo citrato s&o centrifugados a 2400 rpm
por 10 minutos. A segunda centrifugagao a 3600 rpm por 15 minutos resulta

em 0,4 mL de PRP. Concluem que o método PCCS® é mais aceitavel, pois
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além de facil manuseio resulta em maior numero de plaquetas (2.209.000/ul)
quando comparado ao método de Curasan® (1.075.000/pl).

Ainda em 2002, Appel et al. encontram uma quantidade maior de
plaquetas no método Curasan® (Curasan AG, Kleinostheim, Germany) igual
a 2.520 x 10° plaquetas/ul contra 1074 x 10° plaquetas/ul encontradas no
método 3i PCC® (3i Implant Innovations Inc., Palm Beach Gardens, USA)

Weibrich et al. (2003) realizam outro experimento, agora comparando
outros dois métodos semi-automaticos. Amostras de 54 doadores s&o
utilizadas para o preparo do PRP. No primeiro método (Smart PReP® -
Harvest Technologies, Munich, Germany) 48 a 52 mL de sangue com 2 mL
de anticoagulante (acido citrico dextrose — ACD) sa&o acondicionados no
sistema onde dois ciclos de centrifugacao sao realizados em 12 minutos. No
outro método (Friadent-Sschutze® - Friadent, Viena, Austria) tubos contendo
8,5 mL sao centrifugados também em dois ciclos. Todas as amostras sao
quantificadas em numeros de plaquetas e de fatores de crescimento. Ao
final, concluem que o método Smart PReP é superior ndo somente pela
maior eficiéncia na concentragdo de plaquetas e fatores de crescimento,
mas pela facilidade no manuseio do equipamento.

Gerard et al. (2006) aplicam o PRP preparado pelo sistema Smart
PReP® ( Harvest Technologies, Munich, Germany) em lesdes mandibulares
de 13 caninos. Um animal serve de controle, onde a lesdo do lado direito é
tratada com PRP e do lado esquerdo € mantida sem tratamento. Este animal
€ sacrificado seis meses apos a cirurgia. Outros 12 animais sao tratados

com PRP associado a osso autégeno (retirado do iliaco) de um lado e
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apenas o enxerto autdégeno do outro. Os animais sado sacrificados um, dois,
trés e seis meses apos a cirurgia. As analises radiograficas e histologicas
mostram que apos um e dois meses, os enxertos sem a adicao de PRP sao
mais densos, enquanto que os enxertos com PRP apresentam maior perda
O0ssea e maior taxa de osso neoformado. Apds trés e seis meses nao ha
diferenca significativa entre os grupos. O animal controle apresentou
cicatrizacdo Ossea incompleta aos seis meses, evidenciando assim que o
defeito realizado no estudo é critico. Os autores concluem que o PRP exerce
uma fungao inicial no processo de cicatrizagdo, pois aumenta a velocidade
de remogao do enxerto nao viavel e a taxa de formagao 6ssea na fase
inicial. Tardiamente, o PRP n&o altera a taxa de osso novo formado e nédo

aumenta a densidade trabecular.

3.8 O modelo experimental em coelhos

O uso do modelo experimental em coelhos para avaliar os eventos
celulares no tecido 6sseo € relatado por outros autores. Entre estes,
destacamos alguns estudos que também avaliaram o processo de
osteointegragdo de enxertos e outros tipos de fatores de crescimento,
diferentes daqueles ja citados e que destacaram as facilidades no uso
deste animal.

Gameiro (1997) utiliza o modelo experimental em coelhos e a técnica

da histomorfometria para avaliar o efeito do fator de crescimento insulinico
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similar-Il (IGF-1l) no tecido 6sseo. Falhas 6sseas provocadas no céndilo
femoral lateral sdo preenchidas com implantes de hidroxiapatita associadas
ou ndo ao IGF-Il. Ao final do experimento, relata facilidades no manuseio
desses animais, além do que, o modelo permite a observagéo dos eventos
celulares como osteointegracao e mineralizagao dos enxertos.

Costa (1999) utiliza 15 coelhos na avaliagcao do efeito da matriz 6ssea
desmineralizada na reparagao de lesdes osteocondrais. O autor relata as
facilidades obtidas com o uso deste animal, tais como auséncia de infeccdes
e boa mobilidade articular pds-operatéria. A analise histoldgica revela a
presenca de tecido de reparacdo com caracteristicas de neoformacao éssea
em todos os grupos, inclusive no grupo acompanhado por duas semanas.

Silva et al. (2003) utilizam 31 coelhos para avaliar o processo de
osteointegracdo de matriz 6ssea desmineralizada enxertadas em falhas
corticais localizadas no radio dos animais. Na analise histologica, observa-se
eventos celulares relacionados ao processo de reparagao e osteointegragao
de enxertos como osteogénese, osteoconducéo e remodelagao.

Colmanetti et al. (2004) avaliam o processo de neoformagao dssea
em enxertos sintéticos de polivinilpirrolidona aplicado em falhas tibiais de 10
coelhos. Neste modelo experimental, observa-se com a analise
histomorfométrica, formacdes ostedides e mineralizacao do tecido.

Rimondini et al. (2005) também utilizam a area do condilo femoral de
coelhos para estudar o processo de cicatrizacdo O0ssea. Defeitos de 6mm
sdo mantidos sem tratamento de um lado (controle) e do outro recebem um

substituto 6sseo a base de polimeros. Apds 90 dias os animais sao
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sacrificados e as amostras submetidas a analise histomorfométrica. Os
autores relatam que nao ha cicatrizacdo espontanea no grupo controle
durante o periodo estudado e comprovam a natureza critica do defeito.

Saito et al. (2006) realizam um experimento para avaliar os efeitos
das BMPs no processo de reparo de falhas oOsseas corticais diafisarias
provocadas no radio de 14 coelhos. Os autores relatam a auséncia de
infeccdo em todos os animais submetidos ao processo cirurgico e a

formagao de osso novo ja nas duas primeiras semanas.



4. METODOS



Métodos 56

4.1 Material

O estudo foi aprovado pela Comissdo de ética para analise de
projetos de pesquisa - CAPPesq do Hospital das Clinicas e da Faculdade de

Medicina da Universidade de S3o Paulo sob o numero 242/04.

4.1.1 O modelo experimental

Foram utilizados 25 coelhos (Oryctolagus cunicullus) da raca Nova

Zelandia, fémeas, com peso corpéreo entre 3.500 G a 5000 G,
disponibilizados pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo conforme projeto registrado®.

Durante o periodo de aclimatacdo no Biotério do Instituto de
Ortopedia - HCFMUSP LIM-41, os animais foram identificados e alojados em
gaiolas individuais providas de bebedouro e comedouro.

A alimentacdo e hidratacdo foram “ad libitum” com ragcdo animal
propria para coelhos e agua filtrada. O local era equipado com sistema
automatico de controle de iluminagdo, possibilitando que os animais
permanecessem por 12 horas em um ambiente claro e outras 12 horas em

ambiente escuro.

° Projeto Biotério Central - FMUSP n° 045/051.
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Inicialmente, cinco animais serviram de fonte para obtencdo dos
enxertos homdlogos utilizados neste trabalho.

Foram operados os membros inferiores de 20 animais, sendo os lados
divididos em dois grupos. O Lado 1 corresponde ao uso isolado do
aloenxerto criopreservado a — 80 °C e o Lado 2 ao uso do aloenxerto
criopreservado a — 80 °C associado ao plasma rico em plaquetas — PRP
autélogo, preparado imediatamente antes ao procedimento cirurgico.
Durante a preparacao das laminas foi descartada uma das amostras devido
a fratura do enxerto, restando assim, 19 animais. As cirurgias foram
realizadas na face lateral dos condilos femorais, alternando-se os membros

direito e esquerdo, totalizando-se 38 fémures operados (Quadro 3).

Quadro 3. Distribuicdo e estratificagdo da amostra estudada. O Lado 1
corresponde ao uso do aloenxerto criopreservado a — 80 °C e o Lado 2 ao
uso do aloenxerto criopreservado a — 80 °C associado ao plasma rico em

plaquetas-PRP.

ANIMAL FEMUR DIREITO FEMUR ESQUERDO
Receptor 1 LADO 1 LADO 2
Receptor 2 LADO 2 LADO 1
Receptor 3 LADO 1 LADO 2
Receptor 4 LADO 2 LADO I
Receptor 5 LADO 1 LADO 2
Receptor 6 LADO 2 LADO 1
Receptor 7 LADO 1 LADO 2
Receptor 8 LADO 2 LADO 1
Receptor 9 LADO 1 LADO 2
Receptor 10 LADO 2 LADO 1
Receptor 11 LADO 1 LADO 2
Receptor 12 LADO 2 LADO 1
Receptor 14 LADO 2 LADO 1
Receptor 15 LADO 1 LADO 2
Receptor 16 LADO 2 LADO 1
Receptor 17 LADO 1 LADO 2
Receptor 18 LADO 2 LADO 1
Receptor 19 LADO 1 LADO 2

Receptor 20 LADO 2 LADO 1
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4.2 Método

4.2.1 Preparo pré-operatério

No pré-operatoério os animais (doadores e receptores) foram pesados,
higienizados com agua e sabdo e encaminhados a sala cirurgica do
Laboratério de Biomecanica do IOT-HCFMUSP (LIM-41/FMUSP), equipada

com fluxo laminar.

4.2.2 Obtencgao dos aloenxertos homélogos

Os blocos de aloenxertos foram retirados do céndilo femoral de cinco
animais (doadores) apos o sacrificio. O procedimento de eutanasia aplicado
neste estudo seguiu os critérios estabelecidos pela Associagdo Americana
de Medicina Veterinaria,® os quais foram aprovados pelo Institutional Animal
Care and Use Committee - IACUC’. Segundo as normas consideradas
aceitaveis, os animais receberam uma sobredosagem de barbituricos
(Thionembutal®): 100mg/kg IV ou 150 mg/kg IP, e uma vez anestesiados, foi
administrado Cloreto de Potassio (1 a 2 meg/kg ) IV ou IC, conforme
orientacdes descritas por outros autores e de consenso internacional®

(Hatch, 1987).

6 Report of the AVMA panel on euthanasia. Journal of the American veterinary medical association.
2001: 218(5):669.

” Public Health Service Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals. Department of Health
and Human Services, Bethesda, MD; 1986

8 The Biomedical Investigator's Handbook. Foundation for Biomedical Research, Washington, DC;
1997
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Os protocolos de captacédo, processamento e criopreservagao dos
aloenxertos captados de coelhos doadores foram os mesmos empregados
pelo Banco de Tecidos do IOT-FMUSP. Estes seguem as diretrizes
estabelecidas pela legislagao brasileira (Portaria n.1686 de 20 de setembro
de 2002) e pelo “standards” ®'° da European Association of Tissue Banks
(EATB) e American Association of Tissue Banks (AATB).

O acesso a porcgao distal do fémur e articulagao fémoro-tibio-patelar
foi realizado através de incisdo lateral baseada na técnica de Brinker”,

como descrito a seguir (Figura 1):

Incisdo cutanea curvilinea parapatelar, estendendo-se desde a

tuberosidade tibial até a altura da patela.

« Incisdo semelhante na fascia subcutanea, expondo as fascias lata
e retinacular lateral.

« Incisdo na fascia lata ao longo da margem cranial do biceps femoral,
continuando distalmente através da fascia retinacular lateral.

» Retracdo caudal do biceps femoral e fascia lata, permitido incisao
parapatelar da capsula articular.Com a articulagdo em extensao, a
patela e o quadriceps foram luxados medialmente, permitindo
assim um amplo acesso ao condilo femoral.

o Osteotomia e resseccao do condilo femoral com o uso de serras

sob irrigacéo de solucéo fisiolégica (Figura 2).

® American Association of Tissue Banks. Standards for Tissue Banking. 10th ed. McLean : American
Association of Tissue Banks; 2005.

1 European Association of Tissue Banks. Common Standards for Tissues and Cells Banking: Berlin:
European Association of Tissue Banks; 2004.

" Guide to the care and use of experimental animals. — Canadian Council on Animal Care, 1984
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Figura 1. Delimitagdo do campo operatério e acesso a face lateral do céndilo femoral

Figura 2. Osteotomia e ressecgao do condilo femoral
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4.2.3 Processamento e criopreservacao dos aloenxertos obtidos

Foi realizada a fragmentacao padronizada do tecido 6sseo em blocos,
com uso de trefina e formao medindo 5 x 5 mm. Cada condilo femoral
recebeu um corte sagital e os blocos foram retirados da face lateral dos
céndilos pela insercdo da trefina (direcao lateral para medial) na area

delimitada, fora da zona da placa epifisaria de crescimento (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Corte sagital no condilo Figura 4. Dimensionamento dos blocos de
femoral aloenxertos

De cada animal doador foram obtidas amostras de medula e
espécimes, as quais foram acondicionadas em frascos, no primeiro contendo
o meio Brain Heart Infusion- BHI para a pesquisa de bactérias aerdbias e
anaerobias e no segundo contendo o meio Agar Sabouraud para a pesquisa
de fungos. As analises microbioldgicas foram realizadas pelo Laboratério de
Controle Sanitario Animal (LCSA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB

da Universidade de Sao Paulo.
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A seguir, os tecidos de cada animal foram processados separadamente
e passaram por um processo de lavagem com solugdo fisiologica estéril a
0,9%. Amostras deste liquido foram adicionadas aos tubos de cultura que
continham medula e espécimes coletados anteriormente.

Cada bloco foi acondicionado e identificado em triplos involucros
estéreis resistentes a baixas temperaturas (confeccionados em nylon e
polietileno com 0,5 mm de espessura). Logo apdés, foram encaminhados a
sala de criopreservacdo do Banco de Tecidos — IOT-HCFMUSP, onde
permaneceram em quarentena por um periodo minimo 40 dias e maximo de
130 dias. Durante esta etapa os tecidos foram mantidos a — 80 °C, em
ultrafreezer equipado com backup de CO,, sistema de controle de
temperatura e alarme.

e Mediante o resultado da analise microbioldgica, os tecidos foram

utilizados para o experimento.

4.2.4 Protocolo de obtencao do plasma rico em plaquetas — PRP

O preparo do PRP seguiu metodologia simplificada com dupla
centrifugacéao ja proposta por Lemos et al. (2002).

O plasma autdlogo de cada animal foi preparado imediatamente antes
ao procedimento cirurgico. A técnica de obtencdo de amostra de sangue
seguiu as diretrizes do Protocolo de Terapia Intravenosa do I0OT-HCFMUSP
(Apéndice 1). Foi realizada puncgéo periférica da veia marginal da orelha,
com dispositivo agulhado de 25 Gauges e seringa graduada descartavel de

10 mL. Quando ndo houve sucesso de coleta na primeira tentativa de
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pung¢ao, uma segunda ou terceira tentativas foram realizadas. Neste caso, a
nova puncao foi realizada em porgdo preservada na direcdo da base da
orelha (porgéo proximal da veia) ou optamos pela pungéo da veia marginal
contra-lateral a veia ja puncionada.

Apbés a coleta de nove mL de sangue, este foi cuidadosamente
transferido para dois tubos de vidro estéreis e descartaveis de 4,5 mL
contendo Citrato de Sddio. Os tubos foram encaminhados ao Banco de
Tecidos para o preparo do Plasma Rico em Plaquetas em ambiente com
controle ambiental de particulas. A preparagao do PRP foi realizada por um
unico profissional com paramentagao cirurgica (avental, gorro, mascara e
luvas e 6culos) de acordo com as recomedacgdes propostas por Marx, 2004.
Para tal, obedecemos as etapas:

e Acondicionamento dos tubos em uma centrifuga digital automatica

(Figura 5).

Figura 5. Tubos com sangue total acondicionados na centrifuga com 15 cm de raio e com
cruzetas horizontais (8x15 mL) posicionadas de forma oposta e equidistantes ao centro
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e Primeira centrifugagdo a 800 rpm durante 10 minutos e
constatagcdo da precipitacdo de porgao rica em hemacias e
leucdcitos no fundo do tubo (série vermelha) e do plasma rico em

plaquetas sobrenadante (Figura 6).

Figura 6. Apresentagao da amostra apos a primeira centrifugagao, evidenciando as trés
camadas: plasma (1), zona de névoa (2) e série vermelha (3)

o Pipetagem de um mL da “zona de névoa” e acondicionamento em

tubo Unico.
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e Segunda centrifugagéo a 1300 rpm por 10 minutos e ressuspengao

do PRP (Figura 7).

Figura 7. Apresentagdo apos a segunda centrifugacéo e o isolamento de um mL de plasma
(1) acrescido do botao de PRP (2).

No momento da utilizagéo, o “gel“ de PRP foi obtido pela ativagéo da
via extrinseca da cascata de coagulagao pela adicdo de 0,2 mL de solugdo
rehidratada de tromboplastina de cérebro de coelho e cuidadosa agitagéo
manual por 15 a 30 segundos. Com a ativagdo da coagulagdo, o plasma
assume uma consisténcia mais firme denominada neste estudo como “gel”

rico em plaquetas (Figura 8).
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Figura 8. Apresentagao do “gel” de PRP ja ativado pela trombina de coelho

4.2.5 Protocolo anestésico

Como medicagao pré-anestésica, os animais receberam inicialmente
uma droga tranquilizante, acepromazina a 0,2% na dose de 0,75 mg/kg IM,
permitindo manuseio e preparo (higienizagdo e tricotomia) para o ato
cirurgico experimental (Green, 1979; Clifford, 1984; Flecknell, 1987).

A indugdo e manutengdo anestésica foram obtidas através da
associagao de quetamina a 10% na dose de 25 a 35 mg/kg e xilazina na
dose de 3mg/kg (Short, 1987; Muir et al., 1989). As drogas foram
administradas com agulha de pequeno didmetro (20 X 0,5mm) apés
contencéao, seguindo o método descrito por Harkness e Wagner (1993). Foi
realizada também infiltracdo local de xylocaina® a 2% no local da incisao

visando obter analgesia extra, bem como hemostasia.
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4.2.6 Técnica cirurgica para realizagao das falhas 6sseas, aplicagao do

PRP e transplante dos aloenxertos

A abordagem cirurgica inicial foi a mesma empregada nas cirurgias de
obtencao dos enxertos homologos ja descrita.

O primeiro lado operado foi aquele pertencente ao Lado 2 (com
aplicacao do PRP) devido a maior complexidade do procedimento. O acesso
a porcao distal do fémur e articulagao fémoro-tibio-patelar foi realizada
através de incisdo lateral baseada na técnica de Brinker'? também ja
descrita, e executadas as seguintes etapas:

« Para cada animal, foram destinados dois blocos de aloenxertos de
um mesmo coelho doador, retirados do ultrafreezer minutos antes
da utilizacdo e encaminhados a sala de cirurgia sob refrigeracao
em geladeira portatil com gelo seco;

o Abertura asséptica das embalagens contendo os aloenxertos e
descongelamento pela imersao dos tecidos em solugao fisiolégica
a temperatura ambiente por 20 minutos;

e Incisdo na fascia lata ao longo da margem cranial do biceps
femoral, continuando distalmente através da fascia retinacular
lateral;

o Elevacado periosteal com descolador de Freer e delimitagdao da

regiao;

12 Guide to the care and use of experimental animals. — Canadian Council on Animal Care, 1984
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e Realizagdo de falha 6ssea na regido lateral do cdéndilo femoral
acima da placa epifisaria de crescimento de aproximadamente 6x6
mm, com a utilizacdo de trefina, formao e perfurador com broca de
titanio de dois milimetros de didmetro sob irrigagdo de solugao
salina a 0,9 % ( Figuras 9a e 9b);

e Teste e comparagao da dimensdo do aloenxerto com a falha
realizada. Quando necessario, um ajuste do enxerto 6sseo foi
realizado com o uso de lamina de bisturi e perfurador, sempre com
irrigacao (Figura 10);

e Para o Lado 1, o aloenxerto foi implantado aplicando-se leve
compressao sob o mesmo contra a falha. Para o Lado 2, o PRP foi
ativado pela adicdo da trombina e cerca de 1 mL do “gel”’ foi
aplicado no interior da cavidade com o uso de alga bacterioldgica e
pinca. Logo em seguida, o aloenxerto foi implantado sobre o
mesmo (Figuras 11 e 12);

e Sutura dos tecidos moles por planos com fio mononylon 4.0 com

pontos isolados (Figura 13).
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o3

Figura 10. Realizagdo do teste de Figura 11. Aplicagao do gel de PRP nas
dimenséao do aloenxerto falhas 6sseas provocadas no Lado 2

Figura 12. Implante do aloenxerto sobre Figura 13. Sutura com pontos isolados
a falha
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e limpeza externa com gaze e solugao fisioldgica e aplicacdo de

pomada a base de neomicina;

Ao término do procedimento cirurgico, os animais foram avaliados
quanto a necessidade de hidratagcdo e receberam paracetamol gotas na
dose de 0,2mg/kg como droga de agao analgésica bem aceita pelos animais

e de facil administragao (Clifford, 1984, Plumb, 1999).

Todos os procedimentos cirurgicos foram registrados em instrumento

de coleta de dados proprio para o estudo (Anexo 1).

4.2.7 Protocolo de eutanasia

Todos os animais foram sacrificados apds 15 dias de tratamento
conforme programagcao prévia (Anexo 1).

O protocolo de eutanasia e a técnica de ressecgao foram as mesmas
descritas no topico 4.2.2.

Apos o sacrificio foram ressecados os condilos femorais dos Lados 1
e 2, sendo acondicionados individualmente em frascos identificados
contendo alcool etilico a 70% e encaminhados para processamento

histolégico e avaliacdo histomorfométrica.
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4.2.8 Processamento histolégico e avaliagcao histomorfométrica

4.2.8.1 Processamento histolégico

O processamento histologico dos condilos femorais, assim como as
andlises histomorfométricas foram realizadas no Laboratério de
Osteodistrofia da Faculdade de Medicina da USP - SP (Laboratério de
Fisiopatologia Renal - LIM 16). As amostras do tecido 6sseo foram fixadas
em Etanol 70% e processadas conforme as seguintes etapas:

« permanéncia no Etanol - 70% por sete dias;

e permanéncia no Etanol - 100% por sete dias;

e permanéncia no Tolueno por um dia;

e permanéncia na solugdo A (75% de metilmetacrilato acrescido de

25% de dibutilftalato) por sete dias;

« permanéncia na solugéo A acrescido de peréxido de benzoila (1%)
por sete dias;

e permanéncia na solugado A acrescido de peréxido de benzoila (2%)
por sete dias;

o transferéncia do tecido para um frasco molde juntamente com
solugéo A e 2% de peroxido de benzoila para uma estufa a 37 °C,
por 24 horas, até a polimerizacédo da solucdo. O tecido envolto pelo
bloco polimerizado foi preparado para microtomia (Figura 13);

o de cada bloco foram obtidos quatro cortes histoldégicos de cinco
micras distribuidos em duas laminas com dois cortes em cada uma,
corados com Azul de Toluidina (pH 6,4) para a analise
histomorfométrica. Todos os cortes foram obtidos em micrétomo de

impacto com navalha de tungsténio tipo D (Figura 14).
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Figura 14. Modelo dos espécimes envoltos por bloco de metilmetacrilato e laminas
preparadas para analise histomorfométrica

4.2.8.2 Avaliacao histomorfométrica

Os parametros histomorfométricos foram mensurados com ampliacao
de 125 vezes. A escolha da area de analise considerou a superficie de
contato do osso receptor com o aloenxerto para o Lado 1 e o contato do
osso receptor com o PRP e aloenxerto para o Lado 2.

Assim, uma faixa em formato de “U” envolvendo um total de nove
campos abrangendo as duas interfaces e a area central dos aloenxertos foi
mensurada para ambos os lados estudados (Figura 15).

Para conhecimento mais amplo sobre o0 processo de
osteointegragdo presente apenas na interface, realizou-se uma analise

exclusiva para esta area.
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Figura 15. Representacdo do quadro ampliado em 125x na analise histomorfométrica
evidenciado: area analisada delimitada em nove campos, interface de aplicacdo do PRP,
posicao do aloenxerto implantado e placa epifisaria de crescimento

Para a quantificacdo dos parametros histomorfométricos estaticos
estruturais, de formacao e reabsorcdo do tecido 6sseo, foi utilizado um
microscopio equipado com objetiva, régua micrométrica, cursor, placa
digitalizadora e o software semi-automatico de analise de imagens
(Osteomeasure® — Osteometrics, Inc., Atlanta, GA, Estados Unidos). As
analises foram realizadas por um uUnico examinador e o0 mesmo néao tinha

conhecimento do tratamento empregado em cada lado (Figura 16).
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Figura 16. Equipamento utilizado para analise histomorfométrica (microscopio acoplado a
placa digitalizadora e software Osteomeasure®)

Os parametros histomorfométricos estaticos analisados foram:

PARAMETROS ESTRUTURAIS

o Area total (T.Ar mm?): area total mensurada;

« Volume Osseo (BVITV %): percentual de tecido 6sseo constituido
por 0sso trabecular, mineralizado ou nao;

o Espessura da trave éssea (Tb.Th um): a espessura das trabéculas
Osseas expressa em micra;

« Numero trabecular (Th.N/mm): o numero de trabéculas 6sseas, por
milimetro de tecido, sendo também um indice que expressa a

densidade trabecular;
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Separacao trabecular (Tb.Sp um): a distancia entre as trabéculas
Osseas expressa em micra;
Numero de ostedcitos (N.Ot): numero de ostedcitos presentes na

area do tecido 6sseo avaliado.

PARAMETRO DE FORMAGAO
Volume ostedide (OVIBV %): percentual de matriz ostedide em
relacao ao osso trabecular;
Superficie ostedide (OS/IBS %): percentual da superficie trabecular
recoberta por matriz ostedide;
Superficie osteoblastica (Ob.S/BS %): percentual da superficie
trabecular que apresenta osteoblastos;
Espessura ostedide (O.Th um): a espessura da matriz ostedide
depositada nas trabéculas dsseas, expressa em micra;
Numero de osteoblastos (N.Ob): nimero absoluto de osteoblastos
presentes na area mensurada,;
Numero de osteoblastos por area de tecido (N.Ob/T.Ar): numero
de osteoblastos por area de tecido analisada, expressa em
milimetros quadrados;
Numero de osteoblastos por perimetro 6sseo (N.Ob/B.Pm):
numero de osteoblastos por perimetro dsseo analisado, expresso

em milimetros.
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PARAMETRO DE REABSORGAO
o Superficie osteoclastica (0c.S/BS%): percentual da superficie
trabecular que apresenta osteoclastos;
e Numero de osteoclastos (N.Oc): numero de osteoclastos presentes
na area do tecido 6sseo avaliado;
o Superficie de reabsor¢cao (ES/BS %): porcentagem da superficie
que apresenta lacunas de reabsor¢cédo 6ssea com a presenga ou

nao de osteoclastos.

Os parametros histomorfométricos foram apresentados conforme a
nomenclatura recomendada pela American Society of Bone and Mineral

Research —ASBMR (Parfitt et al., 1987).

4.2.9 Tratamento estatistico

Com o objetivo de resumir os resultados obtidos no estudo foi
inicialmente feita uma analise descritiva de todas as variaveis
consideradas, na qual foram construidas tabelas apresentando as médias,
desvios padrdo, minimos, medianas e maximos dessas variaveis
observados nos fémures tratados pelas duas técnicas (Lado 1 e Lado 2) e
das diferengas entre os mesmos. Também foram construidos box-plots de
cada variavel segundo o lado, e das diferengas entre os dois lados. Os
valores observados em cada lado de um mesmo animal foram

representados em diagramas de dispersao de cada variavel nos dois lados.
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Nesses graficos, cada ponto corresponde as observagdes dos dois lados
de um mesmo animal, sendo em cada grafico representada a reta: Lado 1
= Lado 2. Pontos que se distanciam dessa reta correspondem a animais
que apresentaram medidas diferentes nos dois fémures.

A comparacgao entre os dois lados foi feita por meio do teste de
Friedman (Neter et al., 1996). Este teste considera que existe um
pareamento nas medidas fornecidas pelas duas técnicas, pois sdo obtidas
em um mesmo animal. A razao da escolha de um teste ndo paramétrico
deveu-se a assimetria e/ou presencga de valores aberrantes observados nos
box-plots das diferencas entre as observagbes dos dois lados. Foi
considerado o nivel de significancia de 0,05.

A andlise esta dividida em duas partes: medidas feitas na area

considerada previamente e medidas feitas na interface.



5. RESULTADOS
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Os box-plots representados nas Figuras 17, 19, 21, 23, 25, 27 e 29 e
os resultados das Tabelas 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13 demonstram que as variaveis
analisadas no estudo apresentam comportamentos semelhantes em ambos
os tratamentos empregados. De fato, o teste de Friedman detectou diferencas
significativas somente entre as medianas da espessura das traves na
interface do aloenxerto (p=0,039). A mediana desse parametro era maior no
Lado 1 que no Lado 2. Os valores de p para as demais variaveis estdo
descritos nas Tabelas 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14, sendo todos maiores que 0,05.

Os diagramas de dispersao representados nas Figuras 18, 20, 22, 24,
26, 28 e 30 mostram que as medidas realizadas nos dois lados de alguns
animais sao bastante variaveis, com excec¢ao da area total.

Os resultados da superficie de reabsorcdo (ES/BS) nao estao
apresentados nas tabelas e graficos, pois exceto em um caso no Lado 1, o

valor foi de 0,35%. Nas demais amostras ndo observamos reabsorcao éssea.
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Tabela 1- Médias, desvios padrao (DP), minimos, medianas € maximos
observados das variaveis estruturais nos fémures tratados pelas técnicas
correspondentes ao Lado 1 e Lado 2 e das diferengas entre os dois lados

(lado 1 —lado 2)

Variavel Lado Média DP Minimo Mediana Maximo
Area total 1 3,26 0,61 3,09 3,11 577
(mm?) 2 3,27 0,61 3,09 3,12 577
diferenga (1-2) 0,00 0,01 -0,03 0,00 0,02
Volume désseo 1 43,24 8,50 31,03 44 58 57,09
(%) 2 45,61 14,87 25,31 43,47 77,45
diferenga (1-2) -2,37 12,20 -27,04 0,16 17,37
Espessura traves 1 95,98 2417 4942 90,16 136,84
(um) 2 100,61 30,08 57,40 99,52 173,11
diferenca (1-2) -463 36,75 -10550 -5,55 62,61
Numero 1 4,76 1,36 2,39 4,55 6,77
trabéculas/mm
2 4,74 1,63 2,39 4,52 8,26
diferenca (1-2) 0,02 1,37 -3,57 0,21 2,77
Separagao 1 133,10 57,70 66,30 117,30 281,10
trabecular
(um) 2 133,90 71,80 34,60 135,60 286,00
diferenca (1-2) -0,74 49,00 -102,70 1,53 101,90
Numero de 1 463,30 214,50 194 389 1096
ostedcitos
2 464,60 291,40 133 355 1280
diferenca(1-2) -1,37 271,70 -865 33 369
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Figura 17- Box-plots para as variaveis estruturais nos dois lados e diferenca entre os lados
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Figura 18- Diagramas de disperséo das varidveis estruturais nos dois lados
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Tabela 2- P-valores obtidos pelo teste de Friedman para a comparagao das
medianas das variaveis estruturais nos dois lados

Variavel p
Area total (mm?) 0,655
Volume 6sseo (%) 0,819
Espessura traves 0,491
Numero trabeculas/mm 0,637
Separacao trabecular 0,819
Numero de ostedcitos 0,251

Tabela 3- Médias, desvios padrédo (DP), minimos, medianas e maximos
observados das variaveis de formagao nos fémures tratados pelas técnicas
correspondentes ao Lado 1 e Lado 2 e das diferencas entre os dois lados
(lado 1 —lado 2)

Variavel Lado Média DP Minimo Mediana Maximo
Volume ostedide 1 0,78 0,99 0,00 0,35 4,09
(%) 2 0,56 0,51 0,01 0,41 1,58

diferenca (1 - 2) 0,22 0,73 -0,79 0,14 2,51

Superficie osteodide 1 13,61 12,12 0,29 9,74 40,83
(%) 2 14,45 8,32 0,20 15,53 27,32
diferenca (1 - 2) -0,84 13,31 -20,67 -0,20 21,99

Superficie 1 20,12 13,10 0,23 20,95 47,89
(osteoblastica)
(%) 2 0,27 0,34 0,00 0,15 0,99

diferenga (1 - 2) -0,68 13,43 -24,30 0,57 24,97

Espessura ostedide 1 4,03 1,39 1,68 417 6,02
(um) 2 3,46 1,63 0,71 3,42 5,89
diferenga (1 - 2) 0,57 1,95 -3,06 0,04 4,91

Numero de 1 392,50 321,60 3 323 1159
osteoblastos

2 367,30 303,30 5 263 984
diferencga (1 - 2) 25,20 294,70 -508 2,00 665
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Figura 19- Box-plots para as variaveis de formagao nos dois lados e diferenga entre os

lados
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Figura 20- Diagramas de dispersao das variaveis de formacao nos dois lados
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Tabela 4- P-valores obtidos pelo teste de Friedman para a comparagao das

medianas das variaveis de formacao nos dois lados

Variavel p
Volume ostedide 0,157
Superficie ostedide 0,819
Superficie (osteoblastica) 0,819
Espessura osteodide 0,819
Numero de osteoblastos 0,819

Tabela 5 - Médias, desvios padrédo (DP), minimos, medianas e maximos
observados das variaveis de reabsor¢ao nos fémures tratados pelas técnicas
correspondentes ao Lado 1 e Lado 2 e das diferencas entre os dois lados

(lado 1 —lado 2)

Variavel Lado Média DP Minimo Mediana Maximo

Superficie 1 0,34 0,55 0,00 0,14 1,91
Osteoclastica

(%) 2 0,27 0,34 0,00 0,15 0,99

diferenca (1 - 2) 0,07 0,68 -0,88 0,00 1,91

Numero de 1 3,63 5,45 0 2 23
osteoclastos

2 3,16 4,09 0 2 15

diferenca (1 - 2) 0,47 6,89 -10 0 23
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Figura 21- Box-plots para as variaveis de reabsor¢céo nos dois lados e diferenca entre os
lados
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Figura 22- Diagramas de disperséo das varidveis estruturais nos dois lados

Tabela 6- P-valores obtidos pelo teste de Friedman para a comparagao das
medianas das variaveis de reabsorcao nos dois lados

Variavel P

Superficie osteoclastica 1,000

Numero de osteoclastos 0,617
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Parte Il — Analise da interface

Tabela 7- Médias, desvios padrao (DP), minimos, medianas € maximos
observados das variaveis estruturais nos fémures tratados pelas técnicas
correspondentes ao Lado 1 e Lado 2 das diferengas entre os dois lados
(lado 1 — lado 2) — medidas na interface

Variavel Lado Média DP Minimo Mediana Maximo
Area total 1 1,38 0,60 1,23 1,24 3,84
(mm?) 2 1,39 0,60 1,23 1,24 3,84
diferenca (1-2) 0,00 0,01 -0,01 0,00 0,01
Volume ésseo 1 50,55 9,19 35,33 50,89 69,75
(%) 2 4545 13,35 25,14 44,24 76,20
diferenga (1-2) 5,11 12,10 -17,39 8,26 23,92
Espessura traves 1 99,62 33,64 48,65 90,83 178,52
(um) 2 83,76 27,85 44,00 76,00 157,66
diferenga (1-2) 15,86 28,36 -29,09 13,07 100,55
Numero de 1 251,50 122,30 99 204 540
osteocitos
2 245,70 154,70 78 198 642
diferenca (1-2) 5,79 131,20 -444 19 220
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Figura 24- Diagramas de disperséo das varidveis estruturais nos dois lados — medidas na

interface

Tabela 8- P-valores obtidos pelo teste de Friedman para a comparagao das
medianas das variaveis estruturais nos dois lados — medidas na interface

Variavel

p
Area total (mm?) 0,317
Volume ésseo(%) 0,251
Espessura traves 0,039

Numero de ostedcitos

0,491
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Tabela 9- Médias, desvios padrao (DP), minimos, medianas € maximos
observados das variaveis de formacao nos fémures tratados pelas técnicas
correspondentes ao Lado 1 e Lado 2 e das diferengas entre os dois lados
(lado 1 — lado 2) — medidas na interface

Variavel Lado Média DP Minimo Mediana Maximo
Volume osteodide 1 0,93 0,98 0,00 0,54 3,34
(%) 2 0,83 1,04 0,01 0,41 3,62

diferenca (1-2) 0,10 0,70 -0,93 -0,09 1,94

Superficie ostedide 1 17,46 14,96 0,00 14,37 50,57
(%) 2 15,51 13,64 0,36 11,38 56,85

diferenca (1-2) 1,95 18,87 -41,42 1,24 40,47

Superficie 1 22,26 14,61 0,00 23,42 59,39
osteoblastica

(%) 2 23,03 14,76 0,78 21,33 52,25

diferenga (1-2) -0,77 14,57 -23,83 4,24 24,77

Espessura ostedide 1 4,17 1,85 1,02 4,45 8,58
2 3,73 1,67 1,15 3,66 6,20

diferenca (1-2) 0,44 2,45 -5,03 0,23 6,82

Numero de 1 222,10 200,40 0 176 768
osteoblastos

2 199,60 166,40 5 155 678

diferenca (1-2) 22,50 145,20 -165 32 327
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Figura 26- Diagramas de disperséo das variaveis de formagéo nos dois lados — medidas na
interface

Tabela 10- P-valores obtidos pelo teste de Friedman para a comparagao das
medianas das variaveis de formacao nos dois lados — medidas na interface

Variavel p
Volume ostedide 0,637
Superficie ostedide 0,491
Superficie (osteoblastica) 0,491
Espessura ostedide 0,108

Numero de osteoblastos 0,491
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Tabela 11- Médias, desvios padrdao (DP), minimos, medianas e maximos
observados das variaveis de reabsorgcido nos fémures tratados pelas técnicas
correspondentes ao Lado 1 e Lado 2 e das diferengas entre os dois lados
(lado 1 —lado 2)

Variavel Lado Média DP Minimo Mediana Maximo
Superficie 1 0,31 0,53 0,00 0,00 1,92
Osteclastica
(%) 2 023 0,37 0,00 0,00 1,24
diferenca (1-2) 0,08 0,55 -0,82 0,00 1,62
Numero de 1 1,84 2,27 0 1 6
osteoclastos
2 1,68 2,29 0 1 8
diferenca (1-2) 0,16 2,85 -6 0 6
Superficie osteoclastica (%) Diferenca superficie osteoclastica
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Figura 27- Box-plots para as variaveis de reabsorgao nos dois lados e diferenga entre os
lados — medidas na interface
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Figura 28- Diagramas de dispers&o das varidveis de reabsor¢do nos dois lados — medidas
na interface

Tabela 12- P-valores obtidos pelo teste de Friedman para a comparacéo das
medianas das variaveis de reabsorcdo nos dois lados — medidas na interface

Variavel P

Superficie osteoclastica 1,000

Numero de osteoclastos 0,796
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Tabela 13- Médias, desvios padrdao (DP), minimos, medianas e maximos
observados do Numero de osteoblastos/area total e Numero de
osteoblastos/perimetro 6sseo nos fémures tratados pelas técnicas
correspondentes ao Lado 1 e Lado 2 e das diferencas entre os dois lados
(lado 1 — lado 2) - medidas na interface

Variavel Lado Média DP Minimo Mediana Maximo

N° osteoblastos/area 1 160,30 142,20 0,00 136,80 618,00
total

2 151,30 133,80 4,01 112,70 545,60

diferengca (1-2) 8,97 101,80 -131,80 25,80 217,50

N° osteoblastos/ 1 16,95 11,87 0,00 16,74 46,06
perimetro 6sseo

2 16,06 10,96 0,55 14,87 36,68
diferenca (1-2) 0,883 11,59 -20,03 413 19,14
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Figura 29- Box-plots para as variaveis Numero de osteoblastos/area total e Numero de
osteoblastos/perimetro ésseo nos dois lados e diferenca entre os lados — medidas na
interface
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Figura 30- Diagramas de dispersao das variaveis Numero de osteoblastos/area total e
Numero de osteoblastos/perimetro dsseo nos dois lados — medidas na interface

Tabela 14- P-valores obtidos pelo teste de Friedman para a comparagao das
medianas das variaveis Numero de osteoblastos/area total e Numero de
osteoblastos/perimetro 6sseo nos dois lados— medidas na interface

Variavel P

N° osteoblastos/area total 0,491

N° osteoblastos/perimetro 6sseo 0,491




Resultados 99

Embora nossa proposi¢cao seja apresentar os resultados encontrados
na analise histomorfométrica, julgamos importante relatar outros resultados
observados durante o experimento, sem que estes tenham interferido na
conclusao do mesmo:

As amostras coletadas assepticamente em sala controlada
permaneceram estéreis apds o processamento. O resultado da analise
microbiolégica mostrou que n&o houve crescimento bacteriano tanto em
ambientes aerdébios quanto anaerébios. Nao foi detectado também o
crescimento de fungos durante o tempo de incubagao (Anexo 2).

A ativagdo do PRP com a trombina de coelhos resultou em um
composto denominado neste estudo como “gel”. A obtencéo deste gel foi
possivel em todas as amostras, confirmando a reprodutibilidade do
protocolo adotado. O PRP, nesta apresentacao, foi de facil manuseio e
aplicabilidade cirurgica.

A manipulagdo dos coelhos no periodo de aclimatagdo no centro
cirargico e pos-operatdrio se deu sem intercorréncias.

Em 19 animais, no Lado 2 (uso do PRP) observamos a formacéao
de tecido conjuntivo fibroso e denso sobre o local de implante do
aloenxerto onde aplicamos o PRP. No Lado 1 este fato nao foi observado

(Figuras 31a e 31b).
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Figura 31a e 31 b. Evidéncia macroscoépica do tecido conjuntivo denso neoformado sobre a
area de aplicacao do aloenxerto associado ao PRP (Lado 2)

Na analise histologica, observamos células Osseas ativas nos
aloenxertos implantados. Observamos osteoblastos, ostedcitos e matriz
ostedide em toda a extensdo do mesmo.

O aloenxerto, independente da presenga de PRP, atraiu células,
tornando evidente o processo de osteocondugdo. N&o observamos

diferengas entre o uso ou nao do PRP (Figura 32 e 33).
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Figura 32. Corte histolégico (HE — 10x) mostrando células osteoblasticas na interface dos
aloenxertos. (AE: aloenxerto; OR: osso receptor; matriz ostedide : setas)

Figura 33. Corte histolégico (HE — 10x) mostrando a presenga de osteoblastos, ostedcitos e
matriz ostedide nos aloenxertos implantados
(OB: osteoblastos; OT: ostedcitos; matriz osteodide : setas)



6. DISCUSSAO
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No presente trabalho, estudamos a interagcdo do aloenxerto
criopreservado com o plasma rico em plaquetas, ambos aplicados em falhas
osseas.

Ao longo dos tempos, o tecido 6sseo € alvo de interesse em
diferentes areas da ciéncia. Na ortopedia, neurologia, cirurgia plastica, assim
como na odontologia sdo varios os trabalhos que utilizaram o tecido 6sseo
como alternativa para substituir perdas dsseas de determinadas regides do
esqueleto (Ollier, 1867 apud Fischer, 1998; McEwen, 1878 apud Giovani,
2005; Tomford, 2000; Albee, 1912 apud Giovani, 2005; Carrel, 1912; Groves,
1917; Bush e Garber, 1948; Axhausen, 1956 apud Lemos, 2002, Sharrard e
Collins, 1961; Urist, 1965).

Embora o emprego do enxerto autdlogo seja vantajoso, pois contém
células préprias do individuo e nao expde o receptor aos riscos de
transmissao de doencgas, algumas desvantagens sao relevantes (risco de
lesdo nervosa, de infeccdo e maior morbidade). Essas desvantagens
poderiam interferir e limitar seu uso clinico. (Cunningham, Reddi, 1992;
Smith et al., 1984; Drumond, 2000). Esses fatos tém levado a comunidade
cientifica a estudar e propor outros substitutos, como enxertos xendlogos,

biomateriais e 0 enxerto homadlogo ou aloenxerto (Tomford, 2000).
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Nos ultimos anos, o emprego dos aloenxertos, principalmente em
cirurgias ortopédicas mostram resultados promissores (Boldt, 2001; Janssen,
2001; Nesse et al.,, 2003; Lavernia et al., 2004; Schreurs et al., 2004;
Schreurs et al., 2005). No Brasil, o uso deste tipo de enxerto, ainda de forma
experimental, ocorre até 1997 e foi oficializado apds a criagdo de um sistema
nacional que controla a captagcdo e distribuicdo de o6rgaos e tecidos no
territério nacional (Sistema Nacional de Transplantes-SNT). Este fato
facilitou e consequentemente aumentou a aplicagao clinica dos aloenxertos.
A reestruturagcao dos bancos de tecidos musculoesqueléticos existentes foi
determinada por legislacdes especificas’ elaboradas com base na
experiéncia clinica e cientifica de instituicbes nacionais e internacionais.

Nos ultimos sete anos, observou-se que o emprego dos aloenxertos
(captados, processados e criopreservados a — 80 °C) tem aumentado
gradativamente, muito embora ainda persista a relutancia por parte de
alguns profissionais, principalmente da area odontolégica no uso destes
enxertos (Fonte : ABTO™). Acreditamos que isso se deva pela escassez de
estudos sobre o tema em nosso meio. Alguns trabalhos que encontraram
bons resultados ressaltam a importancia de se conhecer melhor as
caracteristicas bioldgicas desses enxertos e defendem seu uso de forma
otimista (Rudelli et al., 1992; Croci et al., 2003b; Cabrita, 2004). Em
consonancia com estes pesquisadores e considerando a atual realidade,

escolhemos como objeto de estudo o enxerto homélogo.

3 Lei n.9434 de 5 de fevereiro de 1997, Decreto n.2268 de 30 de junho de 1997, Portaria n.1686 de
20 de setembro de 2002.

1 Registro Brasileiro de Transplantes; Orgdo oficial da Associagdo Brasileira de Transplante de
Orgdos-ABTO: 2000 - 2007
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O uso de fatores de crescimento, como agentes coadjuvantes, no
processo de reparacdao do tecido dsseo foi outro ponto de interesse
estudado, principalmente nos anos 80 (Lane et al., 1999; Lemos, 2002;
Garcia et al., 2004).

Estudos evidenciam que certos grupos celulares sdo capazes de
produzir e liberar substancias que atuam como reguladores da atividade
celular e interferem nos processos de sintese, divisdo, proliferagao,
migracao e diferenciagao celular (Riley et al., 1996; Solheim, 1998; Centrella
et al., 1989).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de
crescimento de transformacao (TGF) sao exemplos destas substancias, uma
vez que atuam como mitégenos de células osteoindutoras e osteogénicas
(Centrella et al., 1989, Ostman et al., 1992; Graves, Cochran, 1994; Sumner
et al., 1995; Marx et al., 1998; Alberts et al., 2004).

A purificagdo do PDGF e TGF e sua aplicagcdo em animais mostrou
efeito positivo na reparagao do tecido 6sseo, o que foi evidenciado por
alguns autores (Lynch et al., 1991; Aufdemorte et al.,1992; Giannobile et
al.,1994, 1996; Lind et al.,1996; Stefani et al., 2000). Entretanto, essa
purificagao exige técnicas complexas e de custo elevado, dificultando seu
uso. A busca por técnicas efetivas e de baixo custo tem sido muito
estimulada.

O isolamento do plasma rico em plaquetas - PRP pela técnica
simplificada de dupla centrifugagdo € um procedimento seguro, de baixo custo

e boa aplicabilidade clinica. (Marx, 1998; Anitua, 1999; Lozano et al., 1999;
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Sonnleitner et al., 2000; Kim et al., 2001; Lemos et al., 2002; Aghaloo et al.,
2002; Okuda et al., 2003).

O PRP é descrito como uma substancia capaz de interferir no
processo de reparacido ossea pela acao do PDGF e TGF liberado na zona
de reparo tdo logo o mesmo seja geleificado pela ativagdo da coagulagéo
(Marx et al, 1998; Marx, 2001; Gruber et al., 2002; Mazor et al., 2004).

Levando em conta estas caracteristicas e a freqiéncia com que este
hemoderivado é empregado na area odontoldgica, optamos por inclui-lo em
nosso estudo. O uso do PRP com substitutos ésseos e enxertos autdbgenos
esta bem descrito na literatura, porém observamos uma raridade em estudos
que associam seu uso aos aloenxertos criopreservados a - 80° C, captados
e processados em banco de tecidos.

O animal adotado no nosso estudo foi o coelho (Oryctolagus
cuniculus), uma vez que esses animais se prestam ao desenvolvimento de
modelo para analise do tecido 6sseo (Gameiro, 1997; Costa, 1999; Wilson,
2003; Silva, 2003; Colmanetti, 2004; Zhang, 2004, Butterfield et al., 2005;
Jung et al., 2005; Tamae, 2005).

Durante os experimentos, péde-se garantir os cuidados necessarios
aos animais no que se refere a higidez, bem-estar, anestesia e
procedimentos cirurgicos, bem como ao acompanhamento poés-operatorio,
empregando analgésicos. Seguimos as normas éticas para manuseio e

manutencdo de animais em laboratorio estabelecidas por pesquisadores
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(Harkness e Wagner, 1993), entidades internacionais'® e nacionais (Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal — COBEA).

A escolha do condilo femoral levou em conta a presenga de grande
quantidade de osso trabecular e facil acesso cirurgico, ja constatado em
outros trabalhos (Gameiro, 1997; Costa, 1999; Dallari et al., 2006). O
tamanho da falha provocada foi de 6x6mm, ja4 adotada em outros estudos
com coelhos (Jung et al., 2005) e descrita como um defeito critico (Le
Guehennec et al., 2005; Rimondini et al., 2005; Dallari et al., 2006).

O desenho do estudo nao permitiu validar o defeito critico, uma vez
que nao foi nossa proposicdo, dai ndo utilizamos grupos controle, sem
tratamento. Entretanto, julgamos favoravel esta medida para a realizagdo
das cirurgias, pois a extensado do céndilo femoral destes animais n&o permite
falhas maiores sem atingir a cartilagem de crescimento, o que para 0 nosso
estudo seria prejudicial na recuperagéo dos animais.

O uso dos aloenxertos em blocos levou em consideragcao o aporte
biomecanico imediato do aloenxerto estruturado e nao apenas o
preenchimento cavitario, semelhante ao que ocorre nas cirurgias ortopédicas.

Um ponto fundamental nos estudos que empregam histomorfometria
€ a garantia de que as amostras dos diferentes grupos possuam dimensoes
e caracteristicas morfologicas semelhantes. Tal proposigdo é dificil, neste
modelo, uma vez que exige técnicas que permitem o preparo de blocos com

dimensoes idénticas, necessitando de instrumentais muito sensiveis.

' The Biomedical Investigator's Handbook. Foundation for Biomedical Research, Washington, DC;
1997

Public Health Service Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals. Department of Health
and Human Services, Bethesda, MD; 1986

Guide to the care and use of experimental animals. - Canadian Council on Animal Care, 1984
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Neste estudo empregamos instrumentais especificos e padronizamos
o local de retirada (mesma regido € mesmo animal doador), demonstrado
pela média da area analisada, muito semelhante nos dois lados: Lado 1 —
Lado 2 = 0,00, Tabela 1, Figura 17 e pela analise dos graficos de dispersao,
onde todos os pontos que representam cada animal se concentraram sobre
a reta Lado1 = Lado2. (Figura 18).

A estratificacao adotada na etapa cirurgica com alternancia de lados
(Quadro 3) e a aplicagédo de ambas as técnicas de reconstru¢ao (Lado1 e 2)
em um mesmo animal, visou afastar interferéncias inerentes entre um animal
e outro, tais como idade, fisiologia peculiar, nutricdo, acdo hormonal e
complicagbes pods-operatorias. Tal metodologia foi também adotada por
outros autores (Aghaloo et al., 2002; Croci et al., 2003). De fato, a analise
dos graficos de dispersao (Figuras 18, 20, 22, 24, 26, 28 e 30) mostrou uma
variabilidade entre os animais, fato que nao interferiu em nossos resultados.

Trabalhos em humanos mostram que o PRP traz vantagens na
regeneragao de defeitos periodontais, levando a menor perda de implantes e
acelerando a cicatrizagao de falhas maxilares (Camargo et al., 2002; Feres
Junior, 2003; Mazor et al., 2004), embora isso nao tenha sido observado por
Shanaman et al., 2001.

Nos estudos com animais, essa controvérsia também é observada.
Em diferentes animais usados como modelo experimental (caes, ratos,
porcos, cabras) o tratamento de defeitos O0sseos em areas distintas do
esqueleto (crista iliaca, cranio, diafise do radio, fémur, regido frontal,

mandibulas, calvaria) mostra que o PRP possui efeitos positivos (Kim et al.,
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2002a, 2002b; Fennis et al., 2005), diferentemente do que outros autores
observaram (Croci et al., 2003a; Furst et al., 2003; Wiltfang et al, 2004;
Roldan et al., 2004).

Em coelhos, assim como em outros trabalhos, ndo evidenciamos
efeitos positivos do PRP na reparagcao do tecido 6sseo (Butterfield et al.,
2005; Jung et al., 2005; Dallari et al., 2006), embora relatem o contrario, pois
a adicao de PRP trouxe beneficios como aceleragao da cicatrizagdo e maior
neoformacado 6ssea em falhas provocadas (Aghaloo et al., 2002; Wilson,
2003; Zhang et al., 2004; Tamae, 2005).

Ainda que haja similaridade com alguns trabalhos em relagdo ao
modelo experimental adotado, ndo encontramos descricdo na literatura da
associagao do PRP com osso homdélogo congelado.

Considerando a atividade mitogénica do PRP e seu efeito positivo na
regeneragao Ossea observados em estudos in vitro e em revisdes
conceituais (Gruber et al., 2002; Anitua et al., 2004; Marx, 1998, 2004;
Kanno et al., 2005) esperavamos encontrar um efeito nos parametros de
formagao 6ssea, o que nao ocorreu. As diferencas nas porcentagens de
volume e superficie ostedide, numero de osteoblastos e superficie
osteoblastica indicariam uma aceleragdo no processo de osteointegracgéao,
fato este ndo evidenciado pelos resultados da analise histomorfométrica
(Tabela 3 e 4, Figura 19).

Realizamos ainda uma andlise isolada da interface do enxerto com o
0sso receptor, levando em conta que as primeiras interacbes celulares

ocorrem naquele local (Habal, Reddi, 1992). Assim, mais uma vez a analise
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histomorfométrica nao revelou diferengas na comparagao dos parametros de
formacgao analisados (Tabela 9, 10, 13 e 14, Figura 25 e 29). Desta forma,
nao atribuimos ao PRP um efeito no processo de formacgéao do tecido dsseo.

A auséncia de osteoblastos ou sua chegada tardia ao local de reparo
€ destacada por alguns trabalhos como motivo da inatividade do PRP no
tecido 6sseo (Roldan et al., 2004; Wiltfang et al., 2004), fato ndo observado
em nosso experimento, pois embora ndo tenhamos encontrado diferenga no
namero destas células entre um lado e outro, sua presencga foi evidente.
Talvez outros trabalhos com metodologia distinta da empregada por nos,
como a imunohistoquimica e a biologia molecular, possam esclarecer melhor
esse aspecto.

Em relacdo ao volume désseo dos enxertos implantados, também nao
evidenciamos diferencas, uma vez que as medidas aferidas foram muito
semelhantes nos dois lados (Médias : 44,58% e 43,47% para o Lado 1 e 2).
Vale ressaltar o baixo numero de osteoclastos encontrados em toda a area
de reparo analisada, inclusive nas interfaces (mediana=2, Tabela 5, Figuras
21 e 27) onde também ndo encontramos areas de reabsorc¢ao. Praticamente
100% das trabéculas estavam recobertas por matriz ostedide.

A analise mais apurada da interface revelou um unico parametro
estrutural com significante resultado comparativo. A espessura da trave na
interface do enxerto pertencente ao Lado 1 foi superior ao Lado 2 (P=0,039).
Preferimos néo atribuir este dado ao efeito do PRP, pois 0 mesmo pode ter
sido causado pela sobreposicdo de matriz ostedide e também pelo fato de

nao ter sido mensurada a taxa de aposicao mineral.
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Dessa forma, no nosso modelo ndo encontramos efeitos positivos do
PRP. Alguns aspectos merecem comentarios, entre eles :

1- A obtencao do PRP. Alguns estudos correlacionam o efeito do PRP
(mitogénese e aceleragao do processo de reparagao dssea) com 0 numero
de plaquetas presentes (Marx et al., 2001, 2004). Assim, na tentativa de se
obter um numero cada vez maior de plaquetas, uma variedade de protocolos
simplificados (Quadro 2) e até com aparatos automatizados sédo descritos
(Weibrich et al., 2002a, 2003; Gerard et al., 2006).

2- O efeito do PRP depende nédo s6é do numero de plaquetas, mas
também de sua capacidade adesiva em estabilizar o enxerto no local de
implante (Freymiller, Aghaloo, 2004) ou da qualidade e integridade dessas
plaguetas presentes no PRP, pois a manipulagédo inadequada pode ativa-
las levando a degranulagao precoce antes mesmo de sua aplicagdo na
zona de reparo (Marx et al.,, 2004). Em nosso estudo a preparagao do
PRP foi realizada por um unico profissional devidamente paramentado,
em ambiente controlado no Banco de Tecidos, conforme recomendacdes
de Marx, 2004.

Segundo Weibrich et al. (2002b) ndo ha relagdo entre a quantidade de
fatores de crescimento dosados e o numero de plaquetas presentes no PRP.
Por um lado é possivel encontrar trabalhos com altos indices de plaquetas
presentes no PRP que ndo encontraram evidéncias sobre seu efeito no
tecido 6sseo (Furst et al., 2003; Dori et al., 2007) e por outro lado, um
recente trabalho descreve baixo numero de plaquetas, mas relata um efeito

desejavel (Kanno et al., 2005).
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Considerando que estas questdes sdo controversas e que ainda nao
ha consenso sobre o assunto, preferimos nao realizar a contagem do
numero de plaquetas no PRP e utilizamos em nosso trabalho um protocolo
de obtencao freqlientemente adotado por odontélogos, ja validado pelo autor
neste aspecto (Quadro 2). Além do que, nado foi a proposigcéo deste estudo
validar a reproducdo de um protocolo de obtencdo de PRP, ou seja, se o
mesmo foi efetivo em concentrar um numero cada vez maior de plaquetas, e
sim se as plaquetas e fatores de crescimento ali presentes atuaram no
processo inicial de osteointegragao dos aloenxertos criopreservados.

Ainda em relagcdo aos protocolos de obtencdo, alguns autores nao
encontram evidéncias da influéncia do sexo e idade no numero de plaquetas
presentes no PRP (Weibrich et al., 2002b), mesmo assim utilizamos neste
estudo apenas animais de um género, com idade e peso semelhantes.

O periodo definido no estudo para avaliagdo da fase inicial da
osteointegracdo foi de 15 dias. Estudos sobre o processo inicial de
reparacdo em modelos animais mostram uma atividade celular osteoblastica
aos 10 dias (Ferraro, 2002) e sinais claros de revascularizagao,
osteointegracao e neoformacao 6ssea em duas semanas (Barros Filho et al.,
1989; Costa, 1999; Taga et al.,2000; Croci et al., 2003, Zhang et al., 2004,
Dallari et al., 2006).

Além disso, outros fundamentos encontrados na literatura
contribuiram para a escolha do periodo. Os fatores de crescimento sio
degranulados pelas plaquetas presentes no PRP logo apds sua coagulagao

e atuam na fase inicial do processo de reparo (Marx, 2001, 2004; Tsay, 2005).



Discussao 113

Contudo, ainda sao descritos trabalhos que nao evidenciam efeito do PRP
mesmo em periodos mais prolongados (Aghaloo et al., 2004; Butterfield et al.,
2005; Gerard et al., 2006)

O tamanho da amostra adotada (n=19 por lado; 19 animais) esta de
acordo com outros trabalhos que estudam o tecido 6sseo em animais
(Aghaloo et al., 2002; Kim et al., 2002a; Furst et al., 2003; Croci et al.,
2003a; Butterfield et al., 2005; Fennis et al., 2005; Jung et al., 2005).
Contudo, destacamos que um numero maior da amostras permitir-nos-ia
avaliar o efeito do PRP em diferentes fases do processo de osteointegracao,
podendo até mesmo avaliar seu efeito durante a fase de remodelacao,
embora nao coincida com nosso objetivo, que é o de estudar o efeito do
PRP no processo de osteointegracao dos aloenxertos em sua fase inicial.

Nossos resultados n&o permitiram atribuir ao PRP um efeito
osteogénico e osteoindutivo na osteointegracao dos aloenxertos. Julgamos
importante ressaltar que nao contra-indicamos seu uso. O fato de obtermos
um PRP de consisténcia gelatinosa, o qual nos propiciou facilidade no
manuseio clinico e aplicagao nas cavidades d0sseas, nos leva a considera-lo
um excelente veiculo adesivo autélogo que pode ser utilizado na
estabilizacao e fixacdo de enxertos, fato também relatado por outros autores
(Camargo et al., 2002; Freymiller, Aghaloo, 2004) e que se mostra primordial
para a regeneragao do tecido (Kleinschmidt, Hollinger, 1992). Em
contrapartida, ndao indicamos seu uso com essa finalidade para a fixacdo de
enxertos estruturados em cirurgias de grande porte, como reconstrugdes

acetabulares e articulares na area de ortopedia e traumatologia, uma vez
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que esta é alcancada de forma mais efetiva com os materiais de sintese
comumente utilizados (placas, parafusos, anéis de reforgo, telas etc.).
Outros estudos bem recentes atribuem também ao PRP outros efeitos
menos importantes, como compensagao das desvantagens causadas pela
irradiacéo a 50 kGy em enxertos autélogos e irradiados (Fennis et al., 2005)
e a eficacia como um sistema de liberacdo de proteinas morfogenéticas

(Jung et al., 2005).

6.1 Consideragoes Finais

Ainda que o objetivo principal do presente estudo seja o de avaliar
o efeito do Plasma Risco em Plaquetas-PRP sob o aloenxerto,
isoladamente, as zonas de reparo, apenas com o0 emprego do aloenxerto
criopreservado (Lado 1) mostraram alguns eventos celulares muito
interessantes. Ao final de 15 dias foi impossivel macroscopicamente,
distinguir o local exato da zona de reparo. Encontramos osteoblastos em
franca atividade (cubdides) em toda a area do aloenxerto, com valores
medianos de 323 osteoblastos/area (Tabela 3, Figura 35). A presenca de
matriz ostedide também foi notada em toda a extensdo do bloco
enxertado, com meédia de espessuras superiores a 4,0 um tanto na area
total (Tabela 3, Figura 19) como na interface com o osso receptor (Tabela
9, Figura 25). A exuberancia no numero de ostedcitos, chegando a um

valor mediano de 389 células/area (Tabela 1, Figura 35) revelou um
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tecido 6sseo vitalizado e em atividade celular, fato também observado por
Dallari et al. (2006).

Consideramos que o modelo adotado ndo nos permite afirmar se as
células observadas na zona de reparo sao procedentes do leito receptor ou
proprias do aloenxerto criopreservado, como relatado em alguns estudos
que destacam a presenca de ceélulas vivas e com potencial de crescimento
no tecido 6sseo criopreservados a — 80 °C (Weyts et al, 2003; Heyligers,
Kleim, 2005). Entretanto, foi evidente que a matriz enxertada serviu de
molde para a sobrevivéncia das células durante a fase inicial da reparagcao
do tecido lesado.

Além dos efeitos no tecido 6sseo, alguns autores relatam a atuacao
do PRP como mitdégenos para outros tipos celulares presentes nos tecidos
moles (Heldin e Westermark, 1999). Neste caso, sao descritos efeitos
estimulatérios do PRP e PDGF na sintese de colageno, na proliferacao de
fibroblastos e aceleragcdo no processo de reparagao e cicatrizagao de
feridas (Marx et al, 2004; Wang et al., 2004). Em nosso experimento,
constatamos macroscopicamente a formagdo de um tecido conjuntivo
denso sobre o local de enxertia dos aloenxertos associados ao PRP (Lado
2) em todos os 19 fémures operados. Efeito este, ndo observado nos
fémures pertencentes aos Lados 1.

Sugerimos que outros trabalhos possam analisar a participagao dos
fatores de crescimento presentes no PRP em partes moles e esclarecer o
evento observado. Ressaltamos também a necessidade de mais estudos

sobre o PRP e outros métodos e fontes de obtencao dos PDGF e TGF, com
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destaque a investigagcdes com os métodos de imunohistoquimica e biologia
molecular, que possam elucidar alguns aspectos ainda nao claros na
literatura, tais como:
v' Dosagem de fatores de crescimento necessaria para um efeito
desejavel,
v" Em que fase do processo de reparagcao dos aloenxertos a
aplicacao destes fatores poderia garantir melhores resultados e

como mediar seus efeitos.



7. CONCLUSAO
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1.

A presencga do plasma rico em plaquetas nas areas de enxertias dos
aloenxertos criopreservados a — 80 °C nao altera os parametros
histomorfométricos estruturais, de formacao e reabsorcdo durante a

fase inicial do processo de osteointegracao.



8. ANEXOS
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ANEXO 1. FORMULARIO DE COLETA DE DADOS E EVOLUGAO CLINICA

ANIMAL:

Horério:
Cirurgia : Inicio: h Anestésicos:

FEMUR D — LADO : 11 (Crio) [l (PRP)
FEMURE — LADO: ['1(Crio) 11l (PRP)
FOLLOW - UP

DIA DATA PROCEDIMENTO PESO

EVOLUCAO/ OBS

0] [ cirurgia

10

20

30

40

50

60

70

80

90

10°

11°

12°

13°

14°

15° [ sacrificio
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ANEXO 2. LAUDO COM RESULTADO DA ANALISE MICROBIOLOGICA DOS

LY

ALOENXERTOS.

Origem do Material: Faculdade de Medicina/FMUSP.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Instituto de Ciéncias Biomédicas

Biotério Central

LAUDO BACTERIOLOGICO

Responsavel: Luiz Augusto U. Santos.

Data: 22/08/05

MEIO MATERIAL CRESCIMENTO | CRESCIMENTO | MICROORGANISMO
ENVIADO 24 HORAS 48 HORAS
: ISOLADO
(Anaerobiose) (Anaerobiose)
BHI (Brain Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion) Coelho 1
BHI (Brain Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion) Coelho 2
BHI (Brain Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion) Coelho 3
BHI (Brain Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion) Coelho 4
BHI (Brain Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion) Coelho 5
BHI (Brain Lavado Coelho 1 Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion)
BHI (Brain Lavado Coelho 2 Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion)
BHI (Brain Lavado Coelho 3 Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion)
BHI (Brain Lavado Coelho 4 Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion)
BHI (Brain Lavado Coelho 5 Negativo Negativo Negativo
Heart Infusion)
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MEIO MATERIAL CRESCIMENTO | CRESCIMENTO | MICROORGANISMO
ENVIADO 20 dias 40 dias ISOLADO

Agar Lavado Coelho 1 Negativo Negativo Negativo
Sabouraud

Agar Lavado Coelho 2 Negativo Negativo Negativo
Sabouraud

Agar Lavado Coelho 3 Negativo Negativo Negativo
Sabouraud

Agar Lavado Coelho 4 Negativo Negativo Negativo
Sabouraud

Agar Lavado Coelho 5 Negativo Negativo Negativo
Sabouraud

Agar Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Sabouraud Coelho 1

Agar Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Sabouraud Coelho 2

Agar Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Sabouraud Coelho 3

Agar Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Sabouraud Coelho 4

Agar Medula + espécime Negativo Negativo Negativo
Sabouraud Coelho 5

Laboratorio de Controle Sanitario Animal — LCSA
ICB-USP
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APENDICE 1: PROTOCOLO DE TERAPIA INTRAVENOSA DO IOT-HC-FMUSP

INSTITUTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA- HC-FMUSP

DIVISAO DE ENFERMAGEM

PROTOCOLO PARA TERAPIA INTRAVENOSA

6rupo Terapia Intravenosa - 6.T.I.V do Instituto de Ortopedia do

HCFMUSP

O presente protocolo seqgue as diretrizes do Guideline for
Prevention Of Intravascular Device-related Infections - C.D.C - 2002.
Abaixo, destacamos a categorizagdo:

CATEGORIA IA

Fortemente recomendado para implementagdo e fortemente
embasado por estudos experimentais, clinicos ou
epidemiolégicos bem elaborados.

CATEGORIA IB

Fortemente recomendado para implementagdo e fortemente
embasado por alguns estudos experimentais, clinicos ou
epidemioldgicos e uma racionalidade tedrica forte.

CATEGORIA IC

Exigido por regulamentagdes, regras ou padronizagdes
estatais ou federais.

CATEGORIA II

Sugerido para a implementagdo e embasado por estudos
clinicos sugestivos ou epidemioldgicos ou uma racionalidade
tedrica

Tema ndo resolvido

Prdticas para as quais a evidéncia ndo e suficiente ou ndo hd
consenso em relagdo a existéncia de eficdcia.

CATETERES PERIFERICOS

Pungdo venosa periférica: utilizagdo de cateter agulhado ( ex
Butterfly®) ou cateter sobre agulha (ex:Jelco®,Abbocath® etc)
Dispositivo Indicado: Cateter Sobre Agulha
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1 - PRE - PUNCAO

 Higienizar as mdos, realizando a técnica com dgua e sabdo contendo
anti-séptico ou utilizar dlcool-gel. (Categoria IA) [ 43, 70, 04,
05]

e Preparar o material necessdrio para a pungdo e manutengdo da
permeabilidade do acesso: o cateter agulhado é indicado para
medicagdes de dose Unica, coleta de exames e terapia com duragdo
de 24 horas. (Giovani)[13]

e —5olugdes e ou medicagdes com PH menor que 5 ou maior que 9,
ou medicagdes com osmolaridade maior que 600 mOsm/I|

e Evitar as dreas de flexdo
2 - PUNCAO

e Higienizar as mdos, realizando a técnica com dgua e sabdo contendo
anti-séptico ou utilizar dlcool-gel. A higienizagdo das mdos devera
ocorrer antes e apds palpar o local de insergdo do cateter como em
outras situagdes tais como antes e depois de inserir, frocar ou fazer o
curativo do cateter intravascular. Categoria 1A

e Ndo realizar a palpagdo do local de insergdo apds a aplicagdo do anti-
séptico, a menos que a técnica asséptica seja assegurada ( uso de
luvas estéreis). Categoria 1A [10, 14, 04,05]

e O uso de luvas de procedimento ndo estéril é aceitdvel para insergdo
de cateter intravasculares periféricos se a técnica asséptica puder
ser mantida. As luvas estéreis devem ser usadas para insergdo de
cateteres centrais - Categoria 1A [ 06, 07]

e O uso de luvas ndo substitui a necessidade de higienizagdo das mdos -
Categoria 1A [ 10, 30, 34]

e Uso da técnica asséptica deverd ser mantida desde a insergdo até o
cuidado de cateteres intravasculares - Categoria 1A [22, 28, 06,
01]
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Faga a anti-sepsia com clorexidina degermante alcodlica (0,5 %) ou
dlcool a 70 % - Categoria 1A [ 19, 12, 16, 23]

Aguarde a secagem do anti-séptico aplicado na pele (alcool /
clorexidina) antes da insergdo do cateter. Categoria-1B [ 19, 12,
16, 23]

Faga a pungdo e mantenha a via permedvel

3-FIXACAO

Ideal: filme transparente
Para a fixagdo do cateter utilize curativo fransparente semi-
permedvel - Categoria - 1A[ 21, 03, 18]

Opgdo: sutura de pele (Steri - Strip®- estéril, porém ndo é possivel
visualizar o sitio de insergdo) Categoria 1A

Pior opgdo: esparadrapo e micropore.( ndo sdo estéreis e também ndo
possibilitam a visualizagdo do sitio de insergdo)

Utilizar a técnica de tunelizagdo do cateter, evitando assim contato
com o meio exterior

Fagam anotagbes no prontudrio utilizando como diretriz o
"card"adotado na instituigdo

Seguir diluigdo, tempo de administragdo do medicamento e uso ou ndo
da B.I, conforme a prescrigdo de Enfermagem.

4-MANUTENCAO DO ACESSO VENOSO:

e Fazer froca dos equipos, inclusive de duas vias a cada 24 horas (
para o uso do sistema aberto).

e Fazer a troca dos equipes,inclusive de duas vias a cada 72
horas(para uso do sistema fechado de infusdo) Categoria 1A
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e Ao utilizar injetor lateral ou dispositivos valvulares para fechar o
sistema, realizar desinfec¢do dos mesmos com dlcool a 70% -
Categoria-1A[ 17, 26, 31]

¢ Pacientes que recebem medicagdes intermitentes, sem a
hecessidade de soro de manutengdo (protocolo do 1° B),
heparinizar o sistema da seguinte forma:

Qualquer cateter intravascular cuja permanéncia ndo seja mais
necessdria, realizar a pronta remogdo - Categoria 1A[ 15, 25]

e Redlizar a avaliagdo do ponto de insercdo a cada plantdo, e anotar
em prontudrio e ha ficha de seguimento de acessos intravasculares.
Mediante qualquer sinal de complicagdes ( flebites, infiltragdo, dor
a infusdo, etfc.), remover o acesso e puncionar em outra regido,
anotar em prontudrio e na ficha GTIV a hova pungdo.

DEFINICOES ( €.D.C)

COLONIZACAO LOCALIZADA DO CATETER: crescimento
significativo de microorganismo maior que 15 UFC, da ponta do
cateter, segmento subcutdneo do cateter ou hub do cateter.

INFECCAO DO LOCAL DO CATETER: eritema ou enduragdo dentro
de 02 centimetros ao redor do cateter na auséncia de concomitante
infecgdo da corrente sanguinea e sem puruléncia concomitante.

INFECCAO DA CORRENTE SANGUINEA ASSOCIADA A
SOLUCAO: crescimento do mesmo microorganismo na solucdo
intravenosa e em hemoculturas (preferencialmente colhidas
percutdneamente) com nenhuma outra fonte de infecgdo identificada.

INFECCAO DA CORRENTE SANGUINEA ASSOCIADA A
CATETERES: bacteremia/ fungemia em paciente com cateter
intravascular com pelo menos 01 hemocultura positiva e com
manifestacdes clinicas de infeccées ( febre, calafrios e/ou
hipotensdo) e nenhuma outra fonte aparente de infecgdo da corrente
sanguinea, exceto o cateter ou qualquer um dos seguintes:
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1. Culturas Semi Quantitativas positivas ( maior que 15 UFC) ou
Quantitativas ( maior que 100000 UFC) com o mesmo
microorganismo ( espécie e antibiograma) na ponta do cateter e
hemocultura;

2. Hemoculturas quantitativas simultdneas com uma proporgdo > 5:1 (
cateter venoso central X periférico);

3. Intervalo de tempo de positividade da cultura no sangue de
cateter venoso central X hemocultura periférica de mais de 02
horas.

TROCA ACESSOS VENOSOS PERIFERICOS

Acessos venosos periféricos puncionados em unidades de emergéncia
ou fixados de maneira inadequada, deverdo ser trocados
imediatamente apds a estabilizagdo do quadro ou no mdximo 24 horas
apods a pungdo.
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