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RESUMO

O o0sso é um 6rgdo dindmico que apresenta uma capacidade auto-regenerativa
importante, mediada por células Osseas viaveis, vascularizacdo adequada e fatores de
crescimento. No entanto, em casos de méa-formacdo congénita, defeitos devido a trauma ou
resseccdo de tumores e defeitos craniofaciais extensos, onde essa capacidade Ossea é
excedida, geralmente faz-se necessario o uso de biomateriais para auxiliar o completo reparo
0sseo. Dentre os biomateriais utilizados na préatica clinica, o Bio-Oss se destaca como um
substituto 6sseo padréo-ouro, apesar de apresentar apenas propriedades osteocondutoras. Por
isso, em situacGes onde o metabolismo Gsseo estd comprometido, como no caso de pacientes
usuérios de bisfosfonatos, torna-se interessante a combinacdo deste enxerto xenégeno com
amplificadores bioldgicos, por exemplo fatores de crescimento. Neste contexto, se destaca a
fibrina rica em plaquetas (PRF), um complexo imunoldgico rico em plaquetas, leucocitos e
fatores de crescimento embebidos em arcabouco de fibrina, que apesar de ser conhecidamente
osteoindutora, ainda carece de estudos sobre sua eficécia clinica na regeneracdo tecidual o que
nos leva a investigar o efeito da associacdo entre PRF e Bio-Oss no reparo 6sseo durante
terapia com bisfosfonatos. Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da associacéo de
PRF e Bio-Oss (BO) na remodelacdo 6ssea de defeitos critico em calvarias de ratos tratados
acido zoledronico (AZ). Para isto, 36 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, pesando 300
g, foram utilizados. Vinte e quatro ratos receberam previamente AZ em dose Unica de 120
pg/kg, via s.c., equivalente ao tratamento de osteoporose humano. Sete dias depois foram
submetidos a cirurgia para criacdo de um defeito critico de 8 mm na calvaria e foram
divididos nos seguintes grupos (n=6) de acordo com o tratamento: AZ — ndo recebeu enxerto;
BO - teve o defeito preenchido com 0,04 ml de Bio-Oss; PRF - teve o defeito preenchido com
0,04 ml de PRF; BO+PRF - teve o defeito preenchido com BO e PRF. Os animais do grupo
controle (C) (n=6) receberam solucéo salina e sem qualquer preenchimento do defeito. Todos
os defeitos 6sseos foram recobertos com membrana de coldgeno bovino reabsorvivel antes da
sutura. Adicionalmente foi utilizado 6 animais doadores de sangue para obtencdo do PRF
alogénico. Apb6s 12 semanas todos os animais foram eutanasiados e as calvarias foram
removidas e submetidas as analises histoldgica e histomorfométrica. Os dados obtidos foram
analisados através do software GraphPad Prisma 8.3, e foram apresentados com mediazE.P.M
utilizando os testes ANOVA seguido de Tukey. Os animais que receberam apenas AZ nao
mantiveram a anatomia da calota, além de apresentarem reducdo de 34% de osteoblastos, 79%
de osteoclastos, 77% vasos sanguineos e 35% colageno total, marcada pela reducdo de
colageno tipo | quando comparado ao controle (p<0,05). O tratamento com Bio-Oss apesar de
manter a estrutura dimensional do tecido néo foi capaz de reverter os efeitos deletérios do AZ
sobre células dsseas e vasos. No entanto, o tratamento com PRF promoveu aumento de 37%
de osteoblastos, 72% de osteoclastos, 74% vasos sanguineos e 39% colageno total, marcado
pelo aumento de colageno tipo | (p<0,05). A associacdo BO+PRF ainda mostrou melhor
aspecto de reparo pois além da manutencdo da altura de tecido, as particulas de BO estavam
em menor tamanho com maior formacgéo dssea entre essas particulas, ou com invaginacéo de
tecido 6sseo em fissuras formadas nas proprias particulas de Bio-Oss. Desta forma podemos
concluir que o uso de PRF associado ao Bio-Oss pode auxiliar o processo de reparo 6sseo por
estimular a remodelagcdo Gssea, promover angiogénese, estimular a producdo de colageno e
manter a anatomia do tecido, atenuando os efeitos negativos em tecido 6sseo causados pelo
acido zoledrénico, sugerindo que esta associacdo pode ser uma ferramenta importante no
tratamento de defeitos 6sseos criticos em pacientes que utilizam bisfosfonatos.

Palavras-chave: fibrina rica em plaquetas, Bio-Oss, bisfosfonato, defeito critico de calvaria,

reparo 0Sseo.



ABSTRACT

Bone is a dynamic tissue that presents important self-regenerative capacity, mediated
by viable bone cells, adequate vascularity and growth factors. Nevertheless, in cases of
congenital malformation, defects due trauma or tumor resection, and extensive craniofacial
defects, where this bone capacity it is exceeded, biomaterial are often needed in order to
support complete bone repair. Among the most used biomaterials in the clinical practice, Bio-
Oss has stood out as a gold-standard bone substitute, despite having only an osteoconductor
characteristics. Therefore, in situations where bone metabolism is compromised, as in patients
under bisphosphonate therapy, becomes interesting the combination of xenogenous bone graft
with biological amplifiers, such as growth factors. In this context, highlights platelet-rich
fibrin (PRF), an immunological complex rich in platelets, leukocytes and growth factors
embedded in a fibrin scaffold, that in spite of being well-known osteoinductor, still needs
studies about its clinical efficacy in tissue regeneration, which led us to investigate the effect
of the association between PRF and Bio-Oss on bone repair during bisphosphonate therapy.
So, the aim of this work was to evaluate the effect of the association between PRF and Bio-
Oss (BO) on bone remodeling in critical size-defect in rat calvaria treated with zoledronic
acid (ZA). For this 36 Wistar male rats (Rattus norvegicus), weighing 300 g, were used.
Twenty-four rats received previously ZA in single dose of 120 pg/kg, via s.c., similar to an
osteoporosis treatment in humans. Seven days later, they were subjected to a surgery to create
an 8 mm critical size defect in rat calvaria, and then, were divided into the following groups
(n=6 animals/group) according to the treatment: ZA — did not receive bone graft; BO — had
the defect filled with 0,04 ml of Bio-Oss; PRF - had the defect filled with 0,04 ml of PRF;
BO+PRF - had the defect filled with BO and PRF. The animals of control group (C) (n=6)
received saline solution and did not have the defect filled with any graft. All defects were
recovered with a collagen membrane before suture. In addition, it was used 6 animals for
blood donation in order to obtain the allogenic PRF. After 12 weeks, all animals were
euthanized and calvaria was removed and submitted to histological and histomorphometric
analyses. Data obtained were analyzed by GraphPad Prisma 8.3 software and were presented
as mean+S.E.M using ANOVA followed by Tukey. The animals that received only ZA did
not keep the calvaria anatomy, moreover they presented reduction of 34% on osteoblast, 79%
on osteoclast, 77% on blood vessel counts and 35% reduction of total collagen, marked by
reduction on type | collagen when compared to control (p<0,05). The treatment with Bio-Oss
despite keeping the dimensional structure of the tissue, was not able to reverse the deleterious
effect of ZA over bone cells and vessels. Meanwhile, the treatment with PRF caused increase
of 37% on osteoblast, 72% on osteoclast, 74% on blood vessels counts and 39% of total
collagen marked by increase of type | collagen (p<0,05). The association of BO+PRF still,
showed better repair aspect, maintaining the tissue architecture. In this group (BO+PRF), BO
particles were in smaller size with greater bone formation between these particles, or with
fissure particles filled with bone tissue. In this way, we can conclude that the use of PRF
associated to Bio-Oss can support the repair process by stimulation of bone remodeling,
promoting angiogenesis, stimulating collagen production, keeping tissue anatomy and
mitigating the negative effects on bone caused by zoledronic acid, suggesting that this
association can be an important tool to the treatment of critical bone defects in patients using
bisphosphonates.

Key words: platelet-rich fibrin, Bio-Oss, bisphosphonate, critical size calvaria defect., bone

repair.
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ANOVA: Analise de Variancia

ARRIVE: Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
BFs: Bisfosfonatos

BO: Bio-Oss

BO+PRF: Bio-0ss associado a Fibrina rica em plaquetas
CEUA: Comité de Etica em Uso de Animais

C: Controle

EDTA: Acido etilenodiamina tetraacético

EGF: Fator de crescimento epitalial

FC: Fatores de crescimento

HE: Hematoxilina-eosina

IGF: Fator de crescimento semelhante a insulina

IP: Intraperitoneal

PDGF: fator de crescimento derivado de plaqueta

PRF: Fibrina rica em plaguetas

ROG: Regeneracdo 6ssea guiada

VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular

TGF-beta 1: Fator de crescimento transformador beta
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I- INTRODUCAO GERAL

Os dentes perdidos podem resultar em um déficit funcional e estético e tradicionalmente
sdo substituidos por préteses dentarias removiveis ou fixas, sendo os implantes dentarios uma
alternativa para reabilitacdo oral (ESPOSITO et al., 2010). O uso de implantes dentarios
tornou-se comum e atualmente a Implantodontia € uma importante parte da Odontologia
moderna (PENG et al., 2016). No entanto, quando da realizagédo desta cirurgia, por vezes, sdo
encontrados varios desafios relacionados a deficiéncia de suporte dsseo, especialmente em
idosos. Nesses casos, tem sido recomendado o aumento 0sseo através de enxertos, para
realizacdo do tratamento com seguranca e maior taxa de sucesso (ESPOSITO et al., 2009).

O aumento de volume désseo com enxertos é realizado através da regeneracdo 0Ossea
guiada (ROG), técnica cirlrgica que utiliza membranas como barreira contra invasdo de
células epiteliais e fibroblastos (de rdpido crescimento) e torna o meio propicio para
proliferacdo de células osteogénicas. Na ROG, pode-se fazer uso ou ndo de enxertos 0sseos
ou substitutos 6sseos (ELGALI et al., 2017; LIU et al., 2014). Quando presentes, 0 enxerto
Osseo ideal deve apresentar uma triade de caracteristicas: osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducédo (D"SOUZA et al., 2019).

O enxerto autdgeno € o Unico que reune todas essas caracteristicas, entretanto apresenta
desvantagens como necessidade de mais um leito cirdrgico, chamado leito doador,
aumentando a morbidade e além de dispor de uma quantidade 6ssea limitada. Com o intuito
de minimizar essas desvantagens cada vez mais se faz uso de enxertos 6sseos homadgenos,
xendgenos ou sintéticos e, em sua maioria, esses biomateriais apresentam apenas
caracteristicas osteocondutoras. Nesse contexto, destaca-se o0 Bio-Oss (Ed Geistlich
Sons,Wolhusen, Suica) um biomaterial (0sso bovino inorganico) que apresenta propriedades
osteocondutivas, e age auxiliando na formacdo éssea, pois € constituido por carbonato de
apatita com macro e micro configuracGes semelhantes a estrutura 6ssea humana. Seu uso evita
uma abordagem cirurgica adicional no leito doador, como acontece em enxertos autdgenos,
pode ser usado isolado ou em associacdo com enxerto autogeno, além de ser livre de
antigenicidade (DENICOLO et al., 2015). Por vezes, Proteinas Morfogenéticas Osseas
(BMPs), células-tronco e fatores de crescimento, que apresentam propriedades osteoindutivas,
podem ser usadas em associagdo com biomateriais osteocondutores a fim e potencializar este
efeito regenerativo 6sseo (GARCIA-GARETA et al., 2015; FILLINGHAM et al., 2016).
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A maior prevaléncia de pacientes desdentados que procuram tratamento reabilitador e
necessitam dessas reconstrucGes 0sseas sdo individuos idosos (ROBERTO et al., 2019).
Adicionalmente eles apresentam alto indice de doencgas que repercutem no metabolismo
0sseo, como a osteoporose (DE-FREITAS et al., 2016; LOPEZ-JORNET et al., 2016) que
apresenta uma prevaléncia entre 15 a 33% na populacdo de mulheres brasileiras (BACCARO
et al., 2015). Diante dessa realidade, muitos destes pacientes fazem uso de bisfosfonatos
(BFs), um medicamento analogo do pirofosfato, que possui alta afinidade pela hidroxiapatita
e importante acdo antirreabsortiva (CASTRO et al., 2014).

Os BFs séo divididos em primeira geracdo (ndo nitrogenados: clodronato, etidronato e
tiludronato) e segunda geracao (nitrogenados: alendronato, risedronato, ibandronato e acido
zoledronico (AZ) (DE-FREITAS et al.,, 2016) que possuem efeitos mais intensos de
antirreabsorcdo e estdo associados a maiores riscos de inflamacdo e necrose (SHIMA et al.,
2017). Os BFs possuem um efeito especifico sobre os osteoclastos bastante conhecido, mas
também tem sido relato que eles podem inibir a angiogénese (ASAKA et al., 2017),
contribuindo assim para um prejuizo maior do reparo 6sseo (OLEJNIK et al., 2016), podendo
levar a osteonecrose dos maxilares, 0 maior efeito adverso decorrente do uso desse farmaco
(ASAKA et al., 2017). Com o objetivo de diminuir os efeitos causados pelo uso sistémico de
BFs ap06s procedimentos cirdrgicos, estudos recentes buscaram sistemas alternativos locais
tais como laserterapia, aplicacdo tdpica de células mesenquimais e mais recentemente 0 uso
de concentrados plaquetarios (GUIMARAES et al, 2017).

A fibrina rica em plaquetas (PRF), um concentrado plaquetario, € um complexo
imunolégico capaz de estimular mecanismos de defesa. Ela é formada por plaquetas,
leucdcitos e fatores de crescimento embebidos em arcabouco de fibrina (MIRON et al., 2017
a; KANG et al., 2011). A PRF foi descrita pela primeira vez por Choukroun em 2000, onde o
sangue coletado do préprio paciente foi centrifugado sem adicdo de fatores anticoagulantes,
ou seja, sem risco de antigenicidade, e utilizado, inicialmente, para cirurgia bucomaxilofacial
(DOHAN et al., 2006 a). Atualmente, diversas areas da médicas e odontologicas apresentam
estudos com resultados positivos sobre o uso da PRF (ALBILIA et al., 2018; PATEL et al.,
2017; FEMMINELLA et al., 2016; HOAGLIN et al., 2013; SUTTAPREYASRI et al., 2013),
especialmente na ROG (MIRON et al., 2017b; CASTRO et al., 2017a; CASTRO et al.,
2017b; ALI et al., 2015) em procedimentos de elevagdo de seio maxilar, aumento do rebordo
alveolar, reconstrugdo mandibular, reparacdo de fenda maxilar, tratamento de defeitos

periodontais, tratamento de alvéolos pos-extracdo (DEL FABRO et al., 2015), bem como em
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procedimentos relacionados a colocacdo de implantes osseointegrados, com o intuito de
aumentar qualitativamente a formacédo 6ssea (PENG et al., 2016)

Cada constituinte da PRF tem um papel crucial para o processo de regeneracdo 0ssea.
Os leucdcitos contribuem para a angiogénese (MIRON et al., 2017; HERATH et al., 2017) e
osteogénese (HERATH et al., 2017). As plaquetas, quando ativadas, promovem além da
angiogénese, o recrutamento de células mesenquimais e séo fontes de fatores de crescimento
necessarios para cicatrizagdo 0ssea (GRIFFIN et al., 2009). Os fatores de crescimento agem
diretamente na proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos e células endoteliais (KANG et al,
2011), com destaque para: Fator de crescimento transformador-beta 1 (TGF-B1), Fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), Fator de crescimento endotelial (VEGF), Fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) e Fator de crescimento epidermal (EGF). E
finalmente, tem-se a rede complexa de fibrina que incorpora uma grande quantidade de
citocinas e fatores de crescimento, permitindo sua liberagcdo gradativa, proporcional a
degradacéo de fibrina, o que implica em uma vida Gtil aumentada de todas essas substancias,
mantendo-as in situ por um periodo conveniente para regeneracao 6ssea (DOHAN et al., 2006
b)

Segundo TAJIMA et al. (2015), a influéncia dos concentrados plaquetérios sobre a
cicatrizacdo Ossea parece estar concentrado exclusivamente no inicio do processo e outros
tratamentos duradouros sdo pensados para potencializar o beneficio. O Bio-Oss ndo é
completamente reabsorvivel e fornece um veiculo transportador apropriado para fatores de
crescimento e assim permitir reparo rapido de defeitos 6sseos, em maior extensdo quando
comparados com cada material utilizado separadamente (DENICOLO et al., 2015). Vérios
estudos mostram o efeito superior da associacdo de BO e PRF no processo de reparo 0sseo
(ENGLER-PINTO et al., 2019; DO LAGO et al., 2019; YOU et al., 2019; OLIVEIRA et al.
2015). Entretanto, ainda sdo escassos 0s estudos avaliando o papel dessa associacdo em
situacBes onde o0 metabolismo 6sseo esta alterado, como no caso de pacientes sob terapia com
bisfosfonatos.
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I1- PROPOSICAO

e OBJETIVO GERAL

o Avaliar o efeito da associacdo da PRF e enxerto bovino xendgeno na
remodelagédo Ossea de defeitos criticos em calvarias de ratos tratados com acido
zoledrdnico.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da associacdo da PRF e enxerto bovino xendgeno em ratos pré-

tratados com acido zoledrénico considerando:

o O padréo de reparo da area de defeito de calvéria através de analise histologica
qualitativa;

O A contagem de osteoclastos, osteoblastos, ostedcitos e vasos sanguineos nas
bordas do defeito através de analise histométrica;

O O percentual de colageno total nas bordas e na area do defeito de calvaria por
meio de coloracdo de Picrosirius Red sob microscopia Optica;

O A birrefringéncia de coldgeno nas bordas e na area do defeito por meio de

coloracdo de Picrosirius Red sob microscopia de luz polarizada.
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I1I- CAPITULO

Esta dissertacdo esta baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pos-
Graduagdo em Odontologia (PPGO) da Universidade Federal do Ceara (UFC), que
regulamenta o formato alternativo para dissertacoes de Mestrado e teses de Doutorado e
permite a insercao de artigos cientificos de autoria ou coautoria do candidato.

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, 0 projeto de pesquisa foi submetido a
apreciagao do Comité de Etica no de Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Ceara,
tendo sido aprovado sob o protocolo n° 820906021, (Anexo 1). Assim sendo, esta dissertagao
¢ composta de 01 capitulo, contendo o artigo redigido de acordo com a revista cientifica

escolhida, conforme descrito abaixo:

“Avaliacao da associacao de fibrina rica em plaquetas e enxerto xendgeno na reparo

0sseo de defeitos criticos em calvarias de ratos tratados com acido zoledrénico”

Autores: Barbara Gressy Duarte Souza Carneiro, Paula Goes

Este artigo seguiu as normas de publicacdo do periddico: International Journal of Oral and
Maxillofacial Surgery

ISSN 0901-5027

Qualis capes: Al
Fator de impacto: 1.961
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3.1 Capitulo 1

AVALIACAO DA ASSOCIACAO DE FIBRINA RICA EM PLAQUETASE
ENXERTO XENOGENO NA REPARO OSSEO DE DEFEITOS CRITICOS EM
CALVARIAS DE RATOS TRATADOS COM ACIDO ZOLEDRONICO

RESUMO
Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da associacdo entre fibrina rica em plaquetas
(PRF) e enxerto bovino xen6geno, Bio-oss (BO), na remodelacdo 6ssea de defeitos criticos
em calvérias de ratos tratados com acido zoledrénico (AZ). Para isto, 36 ratos Wistar (Rattus
norvegicus) machos, pesando 300 g, foram utilizados. Vinte e quatro ratos receberam
previamente AZ em dose Unica de 120 pg/kg, via s.c. Sete dias depois foram submetidos a
cirurgia para criacdo de um defeito critico de 8 mm na calvéria e foram divididos nos
seguintes grupos (n=6) de acordo com o tratamento: AZ — n&o recebeu enxerto; BO - teve 0
defeito preenchido com 0,03 ml de Bio-Oss; PRF - teve o defeito preenchido com 500 ul de
PRF; BO+PRF - teve o defeito preenchido com BO e PRF. Os animais do grupo controle (C)
(n=6) receberam solucéo salina e sem qualquer preenchimento do defeito. Todos os defeitos
Osseos foram recobertos com membrana de colageno bovino reabsorvivel antes da sutura.
Adicionalmente foi utilizado 6 animais doadores de sangue para obtencdo do PRF alogénico.
Apbs 12 semanas todos os animais foram eutanasiados e as calvarias foram removidas e
submetidas as andlises histologica e histomorfométrica. O tratamento com PRF promoveu
aumento de 37% de osteoblastos, 72% de osteoclastos, 74% vasos sanguineos e 39%
colageno total, marcado pelo aumento de colageno tipo | quando comparado ao grupo AZ
(p<0,05). A associacdo BO+PRF ainda mostrou melhor aspecto de reparo pois além da
manutencdo da altura de tecido, as particulas de BO estavam em menor tamanho com maior
formacdo dssea entre essas particulas. Desta forma podemos concluir que o uso de PRF
associado ao Bio-Oss pode auxiliar o processo de reparo 6sseo estimulando a remodelacéo
0ssea, promovendo angiogénese, estimulando a produgdo de coldgeno e mantendo a anatomia
do tecido, atenuando os efeitos negativos em tecido 6sseo causados pelo acido zoledronico,
sugerindo que esta associagdo pode ser uma ferramenta importante no tratamento de defeitos

0sseos criticos em pacientes que utilizam bisfosfonatos.

Palavras-chave: fibrina rica em plaquetas, Bio-0Oss, bisfosfonato, defeito critico de calvaria,

reparo 0sseo
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INTRODUCAO

Na cirurgia bucomaxilofacial, a pratica de regeneracdo Ossea guiada (ROG) é
frequentemente utilizada a fim de reestabelecer o volume de osso alveolar perdido apods a
perda dentaria, e assim, permitir a instalacdo de implantes na posicdo correta, proporcionar
um posicionamento tridimensional da coroa protética ideal e intensificar os resultados
estéticos e funcionas, especialmente da gengiva adjacente (MARTIN et al., 2018).

Apesar de tantos avancos tecnoldgicos, o padrdo-ouro dos enxertos 0sseos ainda é o
0SS0 autdgeno, pois é o Unico que apresenta caracteristicas de osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducdo (D"SOUZA et al., 2019). Vale salientar, entretanto que este tipo de enxerto
apresenta desvantagens importantes tais como: suprimento 6sseo limitado e morbidade
adicional do leito doador. Portanto, o uso de biomateriais vem ganhando destaque (D"SOUZA
et al., 2019), especialmente o 0sso bovino liofilizado (GARCIA-GARETA et al., 2015), pois
é biocompativel, livre de antigenicidade, ndo necessita de um leito doador e apresenta
resultados clinicos bem promissores, apesar de apresentar apenas propriedades
osteocondutoras (DENICOLO et al., 2015).

Algumas condicdes sistémicas e 0 uso de medicamentos, como os bisfosfonatos (BFs),
podem interferir no metabolismo 6sseo e prejudicar a ROG. Os BFs sdo indicados para
tratamento da osteoporose pos-menopausa ou masculina, devido sua eficacia contra fraturas
(ANAGNOSTIS et al., 2017). Estudos apontam, por outro lado, que o uso de BFs pode
prejudicar o reparo 6sseo devido seu efeito deletério na angiogénese e inibicdo macica de
osteoclastos, podendo desencadear inclusive osteonecrose dos maxilares, apds cirurgias orais
(ROSINI et al., 2015). Assim, a realizacdo de procedimentos cirdirgicos em pacientes em que
fazem uso de bisfosfonatos tem se tornado um ponto crucial para cirurgides-dentista. Neste
contexto, medidas que tentem evitar ou minimizar os danos dos BFs ao tecido 6sseo sdo cada
vez mais estudadas.

Um dos eventos mais importantes na regeneracdo 0ssea € a angiogénese que é mediada
por fatores de crescimento (FC), estes podem ser associados a biomateriais osteocondutores
para melhorar o processo de cicatrizacdo 6ssea (DENICOLO et al., 2015; KASTEN et al.,
2012). Sabendo da importancia desses FCs na remodelagdo Ossea, ganha destaque o uso de
concentrados plaquetarios, especialmente a Fibrina Rica em Plaquetas (PRF). Ele consiste de
um complexo imunologico capaz de estimular mecanismos de defesa, formado por plaquetas,
leucocitos e fatores de crescimento embebidos em arcabouco de fibrina (MIRON et al.,

2017a; KANG et al., 2011). Atualmente diversos estudos em areas médicas e odontoldgicas
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tem apresentado resultados positivos na ROG com o uso de PRF (CASTRO et al., 2017a;
CASTRO et al., 2017b; MIRON et al., 2017b; ALl et al., 2015).

Nesse contexto, sabendo dos efeitos deletérios do AZ sobre as células Osseas e a
vascularizagdo, especialmente durante o processo de reparo 0sseo, este trabalho objetivou
avaliar o efeito da associacdo entre PRF e enxerto bovino liofilizado no reparo 6sseo de
defeitos em calvarias de ratos tratados com AZ.

METODOLOGIA
2.1. Delineamento do Estudo

Este foi um estudo pré-clinico prospectivo, randomizado, controlado e cego, utilizando
modelos de animais. Os protocolos experimentais foram executados seguindo as
recomendacdes apresentadas no ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments)
guidelines para uso de animais experimentais (KILKENNY et al., 2010). O projeto foi
aprovado pela CEUA (Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFC) sob o protocolo
820906021 (anexo I).

2.2. Animais

Foram utilizados 36 ratos de linhagem Wistar (Rattus norvegicus), machos, com idade
média de 13 semanas, peso médio de 300 g. Esses animais foram procedentes do Biotério
Central do Campus do Pici - UFC e transferidos para o Biotério da Faculdade do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, onde foram mantidos em gaiolas apropriadas, em
nimero de 3 animais em cada. Todos receberam racdo comercial balanceada e agua a
vontade, e permaneceram nas mesmas condi¢fes ambientais de ciclos claro/escuro de 12

horas e temperatura ambiente de 22°C durante todo o experimento.
2.3.. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos, cada grupo foi constituido
de 6 ratos (ABDULLAH et al., 2016):

1- Grupo controle (Grupo C): os animais receberam solucéo salina, foram submetidos
ao defeito critico na calvaria o qual foi recoberto apenas a membrana bovina reabsorvivel;

2- Grupo Acido zoledrénico (Grupo AZ): os animais receberam écido zoledrénico,
foram submetidos ao defeito critico na calvaria o qual foi recoberto apenas a membrana

bovina reabsorvivel;
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3- Grupo Bio-Oss (Grupo BO): os animais receberam &cido zoledrénico, foram
submetidos ao defeito critico na calvaria o qual foi preenchido por Bio-Oss (0,03 ml) e
recoberto pela membrana bovina reabsorvivel;

4- Grupo PRF (Grupo PRF): os animais receberam acido zoledrénico, foram
submetidos ao defeito critico na calvaria o qual foi preenchido por PRF alogénico (500 pl)
recoberto pela membrana bovina reabsorvivel,

5- Grupo associacdo PRF e Bio-Oss (grupo BO+PRF): os animais receberam acido
zoledronico, foram submetidos ao defeito critico na calvaria o qual foi preenchido por BO
saturado em PRF (0,03 ml) e recoberto pela membrana bovina reabsorvivel,

Seis ratos foram utilizados como doadores de sangue para producéo da PRF.

2.4. Tratamento com Acido Zoledrénico

Os animais dos grupos AZ, BO, PRF e BO+PRF receberam éacido zoledrénico
(Zometa®, Novartis Pharma AG, Basel, Suica) na dose tnica de 120 pg/kg, via subcutanea
(OLEJNIK et al., 2016), equivalente ao tratamento de osteoporose humano (5mg 1x/ano). O

grupo C, recebeu 0,1 ml/kg de solucéo salina 0,9% por via s.c.
2.5. Cirurgia de Defeito Critico em Calvaria e Preparacéo do Sitio do Enxerto

Apos sete dias da administracdo de AZ ou NaCl, as cirurgias foram realizadas em
condigdes estéreis. Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) por via i.p. A pele que cobre a calvéria foi raspada e realizada antissepsia com
clorexidina 2%. Uma incisdo cutanea, semilunar, de aproximadamente 6,0 cm de
comprimento foi feita sobre a linha média, um retalho de espessura total foi deslocado e a
calvaria exposta. Uma craniotomia foi realizada com o auxilio de uma broca trefina, de 8 mm
de didmetro (Neodent, Curitiba, PR, Brasil) (VAJGEL et al., 2014), e sob irrigacdo abundante
de solucéo salina, na regido de linha média. Todo cuidado foi realizado para ndo romper dura-
mater. Em cada animal foi realizado apenas um defeito.

A membrana biolégica de colageno bovino reabsorvivel (Lumina coat — Critéria), de
dimensGes 6 x 6 cm foi posicionada. Em seguida o retalho foi reposicionado e suturado com
fio reabsorvivel poliglactina (vicryl - Ethicon 1,5cm n°4-0 - Johnson & Johnson). Apos a
cirurgia os animais receberam 5 mg/kg de cetoprofeno em dose Unica. A eutanasia foi

realizada 122 semana ap0s a cirurgia.
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2.6. Preparacao da Fibrina Rica em Plaquetas (PRF)

A PRF homdgena foi obtida a partir de amostra de sangue periférico de 6 ratos Wistar
doadores saudaveis, coletado por puncao intracardiaca (MESSORA et al., 2008) com auxilio
de agulha 25 x 8 e seringa de 20 ml (aproximadamente 3,5 ml de sangue coletado por animal
doador) sob anestesia geral (conforme descrito anteriormente) e imediatamente transferidos
para tubos a vacuo de 9 ml, especificos para centrifuga (Fibrin Fuge 25 Montserrat — Brasil).
Os animais exsanguinados foram entdo eutanasiados, quando necessario, por uma alta
dosagem de anestésico e relaxante muscular (quetamina 300 mg/kg e xilazina 70mg/kg). A
amostra de sangue foi processada imediatamente para preparar a membrana de PRF com o
protocolo de 3000 rpm por 14 min e em cada defeito critico dos animais dos grupos PRF e
BO+PRF foram colocados 0,04 ml de PRF (adaptado de OLIVEIRA et al., 2015) (Quadro 1).

2.7. Preparacéo do material osteocondutor

Foi utilizado como material osteocondutor Bio-Oss (Geistlich Pharma Wolhusen -
Suica) tamanho de particula 0,25-1,0 mm, cada defeito critico na calvaria dos animais dos
grupos BO e BO+PRF recebeu 0,04 ml de BO. Para criar a associacdo da PRF e BO, o Bio-
Oss foi hidratado com excesso de PRF de acordo com o grupo a qual pertence (Quadro 1).

Quadro 1 — Quantidade de Bio-Oss e PRF utilizado nos defeitos de calvaria

GRUPO BO GRUPO PRF GRUPO BO+PRF
0,04 ml de PRF
0,04 ml de BO 0,04 ml de PRF
+ 0,04 ml de BO

BO = Bio-Oss, PRF = Fibrina Rica em Plaquetas
2.8 Analise Histologica

Doze semanas ap0s a cirurgia, os animais foram eutanasiados por uma alta dosagem de
anestésico e relaxante muscular (cetamina 240 mg/kg e xilazina 30mg/kg). A pele foi
dissecada, e os sitios defeituosos foram removidos juntamente com 0 0sso circundante em
bloco. A calvéria foi fixada em formol tamponado a 10%, e em seguida descalcificada com
acido formico a 10%. ApoOs a descalcificagdo completa, cada espécime foi dividido

longitudinalmente em dois blocos, em seguida, foram processados e emblocados em parafina.
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SecOes de 6 pum de espessura, foram cortados em uma direcéo longitudinal. As se¢des foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para analise por microscopia optica.

Quatro campos proximos das bordas do defeito das laminas coradas com HE, em
magnificacdo de 400x, foram selecionados para contagem no numero de osteoblastos,
osteoclastos por perimetro ésseo (N.Ob/B.Pm e N.Oc/B.Pm) usando o Software Image J
(GOES et al., 2019). Também foi realizada a contagem de nimero de ostedcitos e vasos

sanguineos por area 6ssea (N.Ocy/B.S. e N.Bv/B.S).

2.9. Analise da Quantidade e Tipo de Colageno

A fim de identificar o tipo de colageno fibrilar uma nova sec¢do de 6 um foi coletada a
partir dos blocos de parafina previamente preparados. Essas sec¢des foram coradas com
Picrosirius Red e as laminas foram avaliadas em microscopio de luz polarizada para analise
da birrefringéncia de coldgeno como: tipo | - coloracdo amarelo-avermelhada e tipo Il -
coloragdo verde-esbranquicada. Para cada amostra foram analisados 2 campos em um
aumento de 400x (Microscépio Leica) nas regides de borda 0ssea e defeito préximo a borda
(Figura 1). Esses campos foram avaliados quantitativamente antes e ap0s a polarizacao da luz
através de fotomicrografias pelo software de analise de imagem ImageJ® conforme adaptacao
do protocolo de ALVES et al. (2015).

DEFEITO
/ B — Local onde foi realizada fotomicrografia da borda ¢ssea
B D D — Local onde foi realizada a fotomicrografia do defeito 6sseo
.

Figura 1. Disposicdo das areas fotografadas para analise da quantidade e tipo de

colageno
2.10. Analise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada variavel
analisada se apresentam com distribuicdo normal. Os dados paramétricos foram apresentados
com média + E.P.M., analisados através do teste de ANOVA seguido de teste de Tukey. O

nivel de significancia foi definido como p<0.05.
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RESULTADOS

Andlise histoldgica qualitativa

GRUPO C

Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito, pequena formacao éssea foi
observada nas margens do defeito. Estas margens eram regulares, espessas e arredondadas. O
tecido conjuntivo ao longo do defeito apresentou grande quantidade de fibras colagenas e

espessura bem menor que a espessura da calvaria original

GRUPO AZ

Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito, pequena formacdo 6ssea foi
observada nas margens do defeito. Estas margens apresentavam irregulares e com menor
espessura, na maioria das amostras, que o grupo Controle e eram mais afiladas. Algumas
amostras apresentavam invaginacao de tecido conjuntivo. O tecido conjuntivo ao longo do
defeito apresentou grande quantidade de fibras colagenas e espessura bem menor que a

espessura da calvaria original

GRUPO BO

Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito, as margens apresentavam
irregulares e com menor espessura, porém arrendondadas em sua maioria. € eram mais
afiladas. A espessura da calvaria original manteve-se constante devido a presenca das
particulas de Bio-Oss. Havia invaginacdo de tecido conjuntivo tanto no tecido ésseo quanto
nas particulas do xenoenxerto. Ao redor deste, havia presenca de tecido conjuntivo

organizado e tecido ostedide, além de varios pontos de formacdes 0sseas isoladas.

GRUPO PRF

Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito, pequena formacdo Gssea foi
observada nas margens do defeito. Estas margens apresentavam irregulares e com menor
espessura, na maioria das amostras, que o grupo Controle e eram mais afiladas. Algumas
amostras apresentaram locais de formacdo 6Ossea ao longo do defeito. Algumas amostras
apresentavam invaginacdo de tecido conjuntivo. O tecido conjuntivo ao longo do defeito
apresentou bem organizado e com grande quantidade de fibras colagenas e espessura menor

gue a espessura da calvaria original
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GRUPO BO+PRF
As caracteristicas sdo semelhantes ao grupo BO, entretanto as bordas, em sua maioria, eram
mais espessas, as particulas de Bio-Oss eram menores e havia maior formacdo de tecido

ostedide e mais formacdes 0sseas isoladas.

PRF
5\
|

BO+PRF

Figura 2. Efeito do PRF e BO + PRF na area do defeito. Fotomicrografias apds o periodo
experimental de 12 semanas, da area do defeito da calvaria de animais do grupo C; AZ, BO,
PRF, BO+PRF. H&E. Magnificacao de 40x. BD = Borda do defeito.
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Analise histométrica

A andlise histométrica pode ser observada na Figura 3. Os animais tratados com AZ
apresentaram reducdo significante do numero de osteoblastos por perimetro 0sseo
(57,56+4,83 N.Ob/mm) quando compara ao grupo C (87,85+8,97). Nao houve diferenca
estatistica em relacdo aos grupos AZ e BO (59,85+2,81) na contagem de osteoblastos.
Entretanto, os grupos PRF (91,79+9,10) e BO+PRF (86,22+8,17) reverteram a redugdo no
numero de osteoblastos por perimetro 0sseo quando comparados ao grupo AZ (p<0,05)
(Figura 3A).

Quanto a contagem de osteoclastos, 0 AZ (0,59+0,26 N.Oc/mm) reduziu de forma
significante o nimero destas células quando comparado ao grupo C (2,86+0,19). O tratamento
com BO (0,81+0,46) ndo reverteu a reducdo de osteoclastos quando comparado a AZ.
Enquanto os tratamentos com PRF (2,11+0,38) e BO+PRF (1,91+0,19) preveniram a reducao
do numero de osteoclastos observada no grupo AZ (p<0,05) (Figura 3B).

N&o houve alteragfes significantes entre 0s grupos, quanto a contagem de ostedcitos
(Figura 3C). Considerando o0 nimero de vasos sanguineos, 0s animais que receberam AZ
(5,42+2,72 N.Bv/mm?) apresentaram reducdo importante deste pardmetro quando comparado
ao grupo C (24,15+5,37) (p<0,05).. Os animais que receberam BO apesar ndo apresentaram
diferenca estatistica quando comparado ao grupo AZ, apesar da tendéncia ao aumento do
namero de vasos (p>0,05). Apenas os grupos tratados com PRF (21,24+2,92) e BO+PRF
(22,58+2,09) foram capazes de impedir a reducdo acentuada do numero de vasos sanguineos

na regido do defeito quando comparado AZ (p<0,05) (Figura 3D).
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Figura 3. Efeito associacdo de BO+PRF sobre o nimero de células 6sseas e vasos na area
do defeito. (A) numero de osteoblastos/peirmetro 6sseo (N.Ob/B.Pm); (B) numero de
osteoclastos/perirmetro 6sseo (N.Oc/B.Pm); (C) numero de ostedcitos/area de tecido 6sseo
(N.Ocy/B.S); (D) numero de vasos sanguineos/area de tecido dsseo (N.V/B.S.). Dados
representam médiaxE.P.M. de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado a C. #p<0,05
qguando comparado a AZ. (ANOVA seguido de Teste de Tukey).
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Analise da quantidade e tipo de colageno

As figuras 4 e 5 mostram a analise da quantidade e do tipo de coladgeno na regido de
borda Ossea e defeito de calvaria. Nos animais o grupo C foi possivel observar uma grande
quantidade de colageno total (Figura 4) sendo 74% na borda (Figura 5A) e 81% no defeito
(Figura 5D). Considerando a analise qualitativa do colageno (Figura 4), nas bordas 14% era
do tipo I (Figura 5B) e 49% do tipo Il (Figura 5B), e na regido do defeito, 22% era do tipo |
(Figura 5E) e 36% do tipo Il (figura 5F). O AZ reduziu de forma significante a quantidade de
colageno (Figura 4), tanto nas bordas (48%) quanto no defeito (50%) quando comparado ao
grupo C, havendo aumento de colageno tipo Ill nas bordas 6sseas (Figura 5C) associado a
reducdo de colageno tipo I no defeito (Figura 5E) (p<0,05). O tratamento com BO provocou
aumento do colageno total nas bordas (80%) e no defeito (75%) quando comparado a AZ
(p<0,05). Tal aumento foi marcado pela grande quantidade de colageno tipo Il nas bordas
(74%), e tipo | no defeito (15%).

Os tratamentos com PRF e BO+PRF também apresentaram grande quantidade de
colageno total (PRF borda = 71%, PRF defeito = 79%; BO+PRF borda = 71%, BO+PRF
defeito = 74%) (Figuras 4, 5A e 5D), sendo que em ambos 0s grupos esse aumento foi
marcado pela reducdo de colageno tipo Il nas bordas (PRF borda = 36%; BO+PRF borda =
32%) (p<0,05) (Figura 5C) com destaque especial para 0 aumento significante do aumento de
colageno tipo | no grupo BO+PRF (18%) quando comparado a AZ (Figura 5B). A regido do
defeito de ambos os grupos tratados com PRF e BO+PRF foi marcada pelo aumento de
colageno tipo | (PRF defeito = 14%, BO+PRF defeito = 17%) (Figura 5E) e reducdo de
colageno tipo 1l (PRF defeito = 19%, BO+PRF defeito = 27%) comparado a AZ (Figura 5F).



28

Luz Polarizada

Borda ossea

O Defeito

2‘ Defeito
O Borda ossea
(ah
Defeito
Bio-oss
Defeito
v
D— Borda ossea
v
a
+
O Borda ossea
oM

Defeito

Figura 4. Fotomicrografia do efeito da associacdo de BO+PRF sobre fibras colagenas
nas areas de borda e defeito. Coloragdo com Picrosirus Red em microscopia optica (coluna

esquerda), em microscopia de luz polarizada (coluna direita). Magnificagédo 100x.



29

2
S
= mN
n o o

o

Colageno total (%)
Colageno tipo 1 (%)
Colageno tipo lil (%)

@

Jﬁﬂﬁﬂﬂ fﬂﬂﬂﬁﬁ

BO PRF BO+PRF BO  PRF BD+PRF BO PRF BO+PRF

80
60
40
20

=]
|
'
t-3
I @
k-3 a

Defeito

Colageno tipo Il (%)
N
2

ﬁmﬁﬂﬁ ﬂﬂﬁﬁ

é BIO PIlQF BO-*IPRF BO PRF BO+PRF BO PRF BG+PRF

Colageno total (%)
- » »
—h
Colageno tipo I (%)
H -1

AZ

Figura 5. Efeito da associacdo de BO+PRF sobre fibras colagenas nas areas de borda e
defeito. (A) colageno total da borda 6ssea; (B) colageno tipo | da borda dssea; (C) colageno
tipo 11l da borda 6ssea; (D) colageno total na area de defeito; (E) colageno tipo | na area de
defeito; (F) colageno tipo Ill na area de defeito. Dados representam meédiatE.P.M. de 6
animais por grupo. *p<0,05 quando comparado a C. #p<0,05 quando comparado a AZ.
(ANOVA seguido de Teste de Tukey).

DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a associacdo da PRF com Bio-Oss manteve a espessura
6ssea do defeito, com formacdo de tecido ostedide entre as particulas de Bio-Oss e diminuigéo
dos tamanhos das mesmas em animais submetidos a terapia com Acido Zoledronico (AZ).
Além disso, foi observado nos grupos que receberam PRF, houve aumento no numero de
osteoblastos, osteoclastos e vasos sanguineos, revertendo os achados observados nos animais
apos o pré-tratamento com AZ. Adicionalmente, o tratamento com PRF promoveu aumento
do percentual de colageno total na area de defeito critico em calvaria, sendo marcado por
aumento de col&geno tipo | e reducdo do colageno tipo I11.

Atualmente a avaliacdo da regeneracdo 0ssea e a interacdo entre 0sso e biomaterial
pode ser estudada atraves de diversos modelos in vivo tais como: segmentacdo de 0sso longos
e mandibula, defeitos parciais na cortical e osso trabecular, e modelos de calvéaria, com
destaque para este Gltimo por permitir avaliacdo de materiais complexos e a construcdo de

modelos de engenharia tecidual para regeneracdo de defeitos cranio faciais quando comparado
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aos demais modelos. Dentre os diversos animais que podem ser utilizados para o modelo de
calvéria, os mais usados sdo os coelhos e os ratos. Entretanto os ratos sdo de mais facil
manuseio e apresentam melhor relacdo custo-beneficio (GOMES & FERNANDES, 2011).
Além disso do animal, o uso do modelo de calvéaria implica na selecdo de tamanho do defeito,
que varia de acordo com a espécie, linhagem, sexo, idade, sitio anatdmico, forma, tamanho e
ambiente micromecanico. Em ratos, apesar dos dados controversos sobre as dimensdes de um
defeito critico de calvaria, tem sido descrito por diversos autores (GOMES & FERNANDES,
2011; HONMA et al., 2008; VIATEAU et al., 2008) que um defeito de 8 mm, incapaz de
cicatrizar esponteaneamente, tem sido considerado como padrdo-ouro para avaliar diferentes
estratégias terapéuticas 6sseas (VAJGEL et al., 2014), corroborando com a metodologia deste
trabalho.

Este estudo mostrou que o reparo 0sseo foi prejudicado na presenca de acido
zoledronico, mesmo este sendo utilizado em doses baixas reproduzindo o protocolo
terapéutico de osteoporose em humanos (BIVER et al., 2010; OLEJNIK et al., 2016). Os
animais que receberam AZ apresentaram reducdo na contagem de osteoblastos e osteoclastos.
Embora as a¢es inibitorias do AZ sobre osteoclastos ja estejam bem descritas (ROSINI et al.,
2015) pouco ainda se sabe sobre seu efeito na funcdo de osteoblastos. Tem sido descrito que o
AZ diminui a expressdo de fatores de crescimento sobre uma grande diversidade de linhagens
celulares, além de reduzir a proliferacdo e viabilidade tanto de precursores de osteoblastos
(CASTRO et al., 2019; HUANG et al., 2016) como de osteoblastos (MANZANO-MORENO
et al., 2015; WALTER et al., 2010). Em altas concentragdes (10 e 100 uM) 0 AZ estimula a
morte de osteoblastos (BAYRAM et al., 2013) via aumento de Caspase-3 (CASTRO et al.,
2019). Adicionalmente foi observado nos animais do grupo AZ uma importante reducdo de
colageno total, marcada por reducdo de colageno tipo I. Sabendo que osteoblastos sdo
importantes secretores de colageno tipo | (LU et al., 2011), a reducdo no percentual de
colageno pode ser explicada pelo menor nimero de osteoblastos nesse grupo.

Em relacdo aos vasos sanguineos, os resultados deste estudo mostraram que 0 pré-
tratamento com AZ promoveu reducgdo do nimero de vaso, corroborando estudos prévios que
mostraram que o AZ, de forma dose dependente, pode causar citotoxicidade e reducdo da
capacidade migratoria de células endoteliais (CASTRO et al., 2019; ZHAO et al., 2018,
PABST et al., 2016). Apesar de o estudo de Biver et al. (2010) ndo ter observado mudanga no
padrdo de vascularizagcdo em defeitos de calota em ratos que utilizaram a mesma dosagem de
AZ. Entretanto, vale salientar que a formac&o de novos vasos € uma etapa crucial do reparo

0sseo pois além de prover nutricdo para o novo tecido, auxilia também na translocacéo de
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células osteoprogenitoras Osterix-positivas que tem papel importante na formacdo de novo
0sso (MAES et al., 2010).

Neste contexto de dificuldade de reparo 6sseo, 0 uso de enxertos € um dos
procedimentos cirdrgicos mais comumente usados para induzir regeneracdo do tecido 6sseo.
Embora enxertos autlogos sejam considerados padrdo ouro, eles apresentam limitacdes de
uso associados ao sitio doador. Assim, aloenxertos se destacam como uma segunda op¢éo
amplamente utilizada na pratica clinica (WANG & YEUNG, 2017). No entanto, muitos
substitutos 0sseos, como por exemplo o Bio-Oss, atuam apenas como arcabouco para
migracdo de células progenitoras, sem apresentar qualquer propriedade osteoindutora, sendo
este um importante ponto negativo destes enxertos especialmente em situacGes onde o tecido
0sseo esta mais comprometido. Os resultados deste estudo mostraram o preenchimento dos
defeitos com Bio-Oss, apesar da manutencédo da espessura da calvaria original, ndo foi capaz
de prevenir os efeitos deletérios causado pelo AZ, reforcando assim a importancia de se
associar um biomaterial osteocondutor com agentes osteoindutores.

Estudos que avaliam a aplicacdo direta de fatores de crescimento tem sido
frequentemente realizados como forma de investigacdo de uma estratégia terapéutica para
defeitos Gsseos criticos (FISHER et al., 2013). Proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), fator
de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
horménio da paratireoide (PTH) e mais recentemente a fibrina rica em plagquetas (PRF) estéo
entre os agentes mais testados (EINHORN & GERSTENFELD, 2015).

O PRF, considerado a segunda geracdo de concentrados plaquetérios, tem ganhado
bastante destaque atualmente devido seu baixo custo, método simples de centrifugacdo, sem
adicdo anticoagulantes, alta biocompatibilidade e atuando como um melhor reservatério de
fatores de crescimento quando comparado ao plasma rico em plaquetas (PRP) (KANG et al.,
2011; MIRON et al., 2017c). Embora ainda existam muitas questdes considerando sua
eficacia clinica, os possiveis efeitos positivos na regeneracgdo tecidual nos levaram a investigar
o efeito do PRF no reparo dsseo.

Este estudo mostrou que 0s animais que receberam PRF apresentaram maior quantidade
de osteoblastos e osteoclastos, revertendo os achados do grupo AZ. Esta maior quantidade de
celulas Osseas sugere um processo de remodelagdo mais ativo nestes grupos (HADJIDAKIS
& ANDROULAKIS, 2006). Ainda, corroborando nossos achados, Steller et al., (2019)
mostraram que a adicdo de PRF a osteoblastos pré-tratados com AZ induziu aumento da
viabilidade celular e adesao intercelular. Na PRF, a matriz de fibrina que contém plaquetas,

leucdcitos e uma ampla variedade de fatores de crescimento e citocinas incluindo fator de



32

crescimento transformador-betal (TGF-R1), fator de crescimento de plaquetas (PDGF),
VEGF, fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento insulinico (IGF),
interleucinas (IL) -1B, IL-4 e IL-6 que agem diretamente promovendo a proliferacdo e
diferenciacédo de osteoblastos (HE et al, 2009; DOHAN et al., 2017).

Ainda, o efeito positivo da PRF sobre osteoblastos tem repercussdo direta no aumento
da quantidade de colageno, que foi marcado pelo incremento de coldgeno tipo | nos animais
dos grupos PRF e BO+PRF. O colageno, especialmente o do tipo I, € o maior constituinte da
matriz dssea, é secretado por osteoblastos e prove a estrutura para maturacdo e mineralizacéo
da matriz 6ssea (VAN DER REST & GARRONE, 1991). Em conjunto esses achados tendem
a estimular a regeneracdo Ossea (CAKIR et al., 2019; WANG et al., 2016; KANG et al.,
2011).

Além do efeito pro-osteoblastogénico, este estudo mostrou que a PRF aumentou o
nimero de vasos sanguineos na regido do defeito em animais pré-tratados com AZ,
confirmando outros trabalhos (RATAJCZAK et al, 2018; DONG et al., 2012). A
vascularizacdo € um requisito essencial para que o processo de regeneracdo Ossea ocorra
adequadamente, sendo o VEGF, um dos fatores de crescimento liberados pela PRF, a
molécula chave no controle da morfogénese dos vasos sanguineos, promovendo quimiotaxia,
diferenciacdo de células precursoras endoteliais e proliferacdo de células endoteliais
(ADAMS et al., 2007). Este evento pro-angiogénico da PRF ganha ainda mais destaque neste
estudo pois reverteu a reducdo do nimero de vasos observados nos animais que receberam
AZ. Zoledronato prejudica a angiogénese 6ssea reduzindo marcadores de células progenitoras
endoteliais (SOKI et al., 2013) e bem como os niveis circulantes de VEGF (SANTINI et al.,
2003). O efeito negativo dos bisfosfonatos na vasculatura vem sendo investigado como
possivel fator de risco para osteonecrose (ALLEN & BURR, 2009)

Contudo, apesar dos beneficios anabolicos 6sseos da PRF observados neste estudo,
seu uso isolado ndo foi capaz de manter a espessura da calota original, como visto na analise
histologica qualitativa. As particulas de Bio-Oss ndo sdo completamente reabsorvidas e atuam
como um veiculo transportador apropriado para fatores de crescimento permitindo assim um
reparo rapido de defeitos dsseos de maior extensdo quando comparados com cada material
utilizado separadamente (DENICOLO et al., 2015). Outros estudos que utilizaram 0 mesmo
modelo experimental também obtiveram efeito superior na regeneracdo 0ssea na presenca da
associacdo de PRF e BO, tanto na porcentagem de novo 0sso formado (ENGLER-PINTO et
al., 2019; DO LAGO et al., 2019; OLIVEIRA et al. 2015), quanto na quantidade de colageno
(WONG & RABIE, 2010), expresséo de VEGF (ENGLER-PINTO et al., 2019; DO LAGO et
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al., 2019), potencializando os efeitos da PRF isolada, mesmo na presenca de osteoporose
(ENGLER-PINTO et al., 2019). Este fato reforca a importancia da associacdo de materiais
osteoindutores como o PRF, que estimulam a proliferacdo celular, com materiais
osteocondutores que servem de suporte para células progenitoras (DENICOLO et al., 2015;
TORRES et al., 2008; OHBA et al., 2016).

Em suma, podemos concluir que o uso de PRF associado ao Bio-Oss pode auxiliar o
processo de reparo 0sseo por estimular a remodelacao dssea, promover angiogénese, estimular
a producdo de colageno e manter a anatomia do tecido, atenuando os efeitos negativos
causados pelo acido zoledrénico, sugerindo que esta associacdo pode ser uma ferramenta
importante no tratamento de defeitos dsseos criticos em pacientes que utilizam bisfosfonatos.
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IV-CONCLUSAO GERAL

A presenca de AZ em baixa dosagem promoveu diminuicdo da quantidade de
osteoblastos, osteoclastos, vasos sanguineos e colageno total

O tratamento com BO manteve a altura de tecido 6sseo, no entanto ndo foi capaz de
prevenir os efeitos negativos do AZ sobre células dsseas, vasos sanguineos e colageno.
O tratamento com PRF foi capaz de reverter a reducdo na contagem de osteoblastos,
osteoclastos, vasos sanguineos bem como o percentual de colageno

Os animais tratados com BO+PRF apresentaram o beneficio adicional manter a

espessura da calota original.
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