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RESUMO

A regeneragdo Ossea requer ndo somente um arcaboug¢o, mas também uma
seqUéncia de eventos biolégicos regulados por multiplos fatores. No presente, o
plasma rico em plaguetas (PRP) consiste numa importante fonte de fatores de
crescimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da associacao de vidro
bioativo e PRP na reparacado de defeitos cirlrgicos realizados no osso parietal de
coelhos. Para tanto, foram utilizados dez coelhos da raca Nova Zelandia, sendo que
em cada animal foram confeccionados dois defeitos de 8 mm nos 0ssos parietais, 0s
quais receberam tratamentos diferentes: a) grupo 1 — vidro bioativo (tratamento VB)
e coagulo sanglineo (tratamento CO); b) grupo 2 — vidro bioativo + PRP (tratamento
VB + PRP) e PRP isolado (tratamento PRP). Os animais foram sacrificados apos 12
semanas, sendo os espécimes submetidos a estudo radiografico (densidade em tons
de cinza), histolégico (coloragdo de hematoxilina e eosina) e histomorfométrico
(planimetria por contagem de pontos). Os dados de densidade radiografica e
histomorfometria foram submetidos separadamente ao teste de analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey (5%). Nos tratamentos PRP + VB e PRP observou-se
maior densidade 6ssea radiografica e maior neoformacao 6ssea histomorfométrica,
nao havendo diferenga estatistica entre os mesmos. Ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos VB e CO em relacdo a densidade 6ssea e neoformacao éssea
histomorfométrica. Histologicamente, a neoformagdo oéssea foi maior nos
tratamentos PRP + VB e PRP, destacando-se o PRP + VB. Portanto, o PRP
favoreceu a reparacéo 6ssea e o VB nao favoreceu o reparo ésseo isoladamente e

nao alterou a reparagao éssea obtida pelo PRP.

Palavras-chave: Regeneragao éssea. Substitutos 6sseos. Plasma rico em plaquetas.



ABSTRACT

Bone regeneration not only requires a scaffold, but also a sequence of biological
events regulated by multiple factors. Nowadays, the platelet-rich plasma (PRP)
consists an important source of growth factors. The aim of this study was to evaluate
the effectiveness of the association of bioactive glass and PRP in the repairing of
surgical defects realized in the parietal bone of rabbits. Ten rabbits New Zealand
were used, and on each animal two defects of 8 mm in the parietal bones had been
confectioned, which had received different treatments: a) group 1 - bioactive glass
(treatment VB) and coagulum (treatment CO); b) group 2 - bioactive glass + PRP
(treatment VB + PRP) and isolated PRP (treatment PRP). The animals were
sacrificed after 12 weeks, and the specimens were submitted to radiographic (density
grey degrees), histological (hematoxilin and eosin coloration) and histomorfometrical
(planimetry for counting of points) analysis. The results of radiographic density and
histomorfometric were submitted separately to the test of analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test (5%). In the treatments PRP + VB and PRP major
radiographic bone density and major histomorfometric new bone formation was
observed, without statistical difference between them. It did not have statistical
difference between treatments VB and CO in relation to the bone density and
histomorfometric new bone formation. Histologically, the new bone formation was
bigger in the treatments PRP + VB and PRP, emphasizing PRP + VB. Therefore, the
PRP supported the bone repairing and the VB does not supported the bone repair

separately and does not modified the bone repairing gotten by the PRP.

Key words: Bone regeneration. Bone substitutes. Platelet-rich plasma.
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1 INTRODUCAO

O periodonto é composto por tecidos de revestimento e suporte do dente e
pode ser dividido em duas unidades basicas: a) periodonto de protecao - constituido
por gengiva, cuja principal fungcdo € promover protecao aos tecidos de suporte do
dente; b) periodonto de sustentacdo - composto por cemento, ligamento e 0sso, que
tém como funcéao inserir o dente no tecido 6sseo (LINDHE; KARRING; LANG, 2005;
NEWMAN; TAKEI; CARRANZA, 2004).

Doenca periodontal € um processo patolégico que afeta as estruturas
periodontais de protecdo e/ou sustentagcdo (CORTELLI et al., 2005). A etiologia
desta doenca apresenta como fator determinante e primario o acumulo de
microrganismos organizados na forma de um biofilme dental.

A migracdao apical do epitélio juncional e da insercdo conjuntiva com
diminuicdo/perda de estrutura éssea alveolar, distingue a periodontite das varias
formas de gengivite (CLEMONS et al., 1990).

A proposta ideal da terapia periodontal é regenerar os tecidos perdidos devido
a progressdo da doenca, reduzindo, por exemplo, a profundidade das bolsas e
regenerando 0sso alveolar, cemento e ligamento periodontal.

Os materiais disponiveis atualmente, contudo, ainda nao apresentam uma
capacidade de alcancar a regeneracao almejada (VILLACA et al., 2005).

Para o restabelecimento estrutural e funcional das alteracées causadas pelas
doencas periodontais utilizam-se diversos tipos de enxertos, podendo ser
classificados em: enxertos autdégenos, alégenos, xendégenos ou heterégenos e

aloplasticos (BERNARD, 1991; VILLACA et al., 2005).
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Dentre estes diferentes tipos de enxerto, o autégeno é considerado o de
primeira escolha para a regeneracdao O6ssea, entretanto, apresenta algumas
limitagbes e inconvenientes como: quantidade insuficiente de material na area
doadora e, portanto, necessidade de outro sitio cirlrgico, maior morbidade, tempo
prolongado de recuperacdo e desconforto ao paciente (CHAN et al., 2002;
MACEDQO, N. et al., 2004; MOORE; GRAVES; BAIN, 2001).

Assim, muito se tem feito no sentido de obter um biomaterial (enxertos
aloplasticos) alternativo aos enxertos autégenos (CARDOSO et al., 2005).

Dentre a enormidade de enxertos aloplasticos desenvolvidos e estudados
para fins regeneradores periodontais, um material denominado de biovidro ou vidro
bioativo apareceu na literatura entre os anos de 1970 e 1980, demonstrando possuir
aplicacao e resultados interessantes dentro da terapia periodontal.

Contudo evidéncias demonstraram que os processos de cura de lesdes, em
particular a regeneracao 6ssea, requerem ndo somente um arcaboug¢o, mas uma
sequéncia orquestrada de eventos biolégicos regulados por multiplos fatores. Por
esta razdo, o plasma rico em plaquetas (PRP) pode ser considerado um sistema de
liberacao local de fatores de diferenciagdo com duas qualidades interessantes: a) é
de origem autdgena, assim nao tendo o risco de transmitir doencas; b) contém
fatores naturalmente envolvidos no processo de regeneracdo 6ssea (JUNG et al.,
2005).

Plaquetas contém fatores de crescimento angiogénicos e mitogénicos com
importantes papéis nos processos de cura de feridas, bem como na regulacdo dos
processos de formacdo 6ssea. Uma hipbdtese de que uma alta concentracdo de
plaguetas possa melhorar e tornar mais rapida a cura de defeitos 6sseos parece

razoavel. Contudo, poucas evidéncias existem avaliando os efeitos destes fatores de
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crescimento em melhorar a reparagdo 6ssea quando combinados com materiais
osteocondutores, sendo necessarios mais estudos controlados (WILTFANG et al.,
2004).

Diante do exposto, torna-se importante investigar se a associacdao de um
material sintético, a exemplo do vidro bioativo, com um meio rico em fatores de
diferenciacao e crescimento, como o PRP, apresenta algum sinergismo significativo
que melhore o reparo do tecido 6sseo de forma a promover regeneracao diferente

da observada quando da utilizacao isolada de algum deles.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A proposta da terapia periodontal regenerativa é devolver os componentes
perdidos pelo processo de doenca periodontal, sendo o tecido 6sseo uma das
estruturas a ser restabelecida. Isto impulsionou e continua a motivar diversas
pesquisas no sentido de obtermos um material isolado ou associado que possa
cumprir este objetivo.

Estudos do processo de reparacao éssea demonstraram que este ndo é
dependente apenas de um substrato ou arcabouco para reestruturacao deste tecido,
mas também da liberacdo em nivel local de fatores de crescimento que regulam este
evento. Assim, foram desenvolvidos materiais para preenchimento de defeitos
0sseos a exemplo do vidro bioativo, bem como formas de disponibilizar fatores de

crescimento como a técnica do PRP.

2.1 TECIDO OSSEOQ: ASPECTOS HISTOLOGICOS E REPARATIVOS

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea. Bioquimicamente é
definido por uma mistura especial de matriz organica (35%) e elementos inorganicos
(65%). O componente inorganico, hidroxiapatita [Ca;o(PQO4)s(OH)2], € 0 mineral que
confere forca e resisténcia aos o0ssos. A formacado do cristal de hidroxiapatita no
0sso é uma transformacao de fase de liquido para sélido, analoga a conversao da
agua em gelo (ROSENBERG, 2000).

O componente organico constitui as células do osso e as proteinas da matriz.

As células sao: a) os ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no interior
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da matriz; b) os osteoblastos, produtores da parte organica da matriz, dispdéem-se
sempre lado a lado num arranjo que lembra um epitélio simples e, quando em
atividade sintética intensa, sdo cubdides, com citoplasma muito basofilico; c) os
osteoclastos, células gigantes, méveis e multinucleadas, que reabsorvem o tecido
0sseo, participando do processo de remodelagdo dos ossos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

A geracao e estimulacao destas células sao reguladas por citocinas e fatores
de crescimento, como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento semelhante a
insulina e fator de crescimento transfomador-f (TGF- B) (HOLLINGER; BUCK;
BRUDER,1999).

Histologicamente existem dois tipos de tecido 6sseo: a) imaturo, primario ou
trancado; b) maduro, secundario ou lamelar. Os dois tipos possuem as mesmas
células e os mesmos constituintes da matriz, porém, enquanto no tecido ésseo
primario as fibras colagenas se dispdem irregularmente, sem orientacao definida, no
tecido ésseo secundario ou lamelar essas fibras se organizam em lamelas, que
adquirem uma disposicao muito peculiar. Normalmente o 0sso primario é encontrado
no esqueleto fetal e forma-se nas placas de crescimento. A presenca deste 0sso no
adulto sempre ¢é indicativo de estado patolégico; contudo, ndo é diagndstico de uma
determinada doencga. Por exemplo, em circunstancias que exigem estabilidade
reparadora rapida, como numa fratura, o osso primario é produzido (ROSENBERG,
2000).

O tecido 6sseo € formado ou por um processo chamado de ossificacdo
intramembranosa, ou pelo processo de ossificacdo endocondral. O processo de

ossificacdo intramembranosa é o formador dos ossos frontal, parietal e de partes do
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occipital, do temporal e dos maxilares superior e inferior. A ossificacdo
intramembranosa acontece a partir de um tecido mesenquimal vascularizado. As
células mesenquimais se diferenciam em células osteoprogenitoras, que por sua vez
se diferenciam em osteoblastos. Os osteoblastos secretam matriz em forma de
espiculas ou trabéculas; esta matriz, ainda pobremente calcificada é chamada de
ostedide. O posterior acumulo de matriz e calcificagcdo desta resulta na diferenciacao
dos osteoblastos a ostedcitos (ARROTEIA; PEREIRA, 2005).

O tecido 6sseo possui a habilidade de auto-inducao a regeneracao. Apés uma
fratura o 0sso pode ser completamente reconstituido pela reativacdo de processos
que ocorrem na embriogénese. Imediatamente apds a fratura, ocorre a formacao de
um coagulo e uma rede de fibrina que preenchem o espaco entre os fragmentos e
se distribuem ao redor do foco da fratura. Ocorre, entdo, migracdao de células
inflamatérias, liberacdo de mediadores quimicos e fatores de crescimento que
ativam as células osteoprogenitoras e as de revestimento 6sseo — peridsteo e
endosteo. A reparacédo estara na dependéncia de uma ampla rede vascular e da
estabilidade mecénica dos fragmentos. A estabilidade do foco de fratura facilita a
vascularizacao local, proporcionando a diferenciacdo das células osteoprogenitoras
em osteoblastos; além disso, € bem estabelecido que os osteoblastos sé sintetizam
a matriz éssea na presenca de alta tensdo do oxigénio. Se houver
proporcionalmente poucos vasos ou movimentacdo dos segmentos da fratura,
ocorrera a formacao de cartilagem e posterior substituicdo desta por tecido ésseo
(ossificacdo endocondral). Se, no entanto, a movimentagdo for excessiva e o
suprimento vascular escasso, havera grande possibilidade de formacao de tecido
conjuntivo fiboroso no local, reparacdo denominada de fibrose (ARROTEIA;

PEREIRA, 2005).
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Pelo fato da habilidade, citada acima, do tecido ésseo de auto-inducao a
regeneragao, o pesquisador que utiliza modelos animais para estudos do processo
de reparacao 6ssea deve atentar ao fato do tamanho do defeito empregado em seu
estudo. Para validade do estudo este defeito deve ser um defeito ésseo critico
(DOC) que é definido como o menor defeito intradsseo, em um espécime animal e
0sso em particular, que nado cicatriza espontaneamente durante todo o periodo do
experimento (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

O trabalho classico de Schmitz e Hollinger (1986) aborda estes DOC por meio
de uma revisdo da literatura e cita, entre outros modelos, os defeitos em calvaria de
coelhos. Segundo estes autores um DOC foi evidenciado na calvaria destes animais
com tamanho de 8 mm em periodos de até 16 semanas; DOC de 15 mm sao validos
em estudos com periodos de 24 a 36 semanas.

Matos, Goncalves e Araujo (2001) apresentam um modelo experimental de
consolidacdo 6ssea em coelhos, destacando o fato deste animal ja ser amplamente
utilizado como animal de experimentacdo. Por outro lado enfatizam que este animal
também possui um sistema haversiano 6sseo parecido com o do homem, por isso 0
tipo de reparacdo Ossea pés-fratura que ocorre no coelho é muito semelhante ao
dos seres humanos.

A presenga da matriz mineralizada torna o tecido 6sseo dificil de ser cortado
no micrétomo, e por isso técnicas especiais sdo utilizadas para seu estudo. Uma
técnica muito utilizada que possibilita o estudo das células, baseia-se na
descalcificacao do tecido ésseo, apds sua fixagdo num fixador histolégico comum

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).
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2.2 VIDRO BIOATIVO

Os primeiros estudos com vidro bioativo e sua aplicagdo como material de
enxerto foram publicados entre 1970 e 1980 (VILLACA et al., 2005). Este material
tem suas particulas compostas quimicamente por uma mistura de diéxido de silicio
(SiOy), 6xido de calcio (Ca0), éxido de sodio (Na20) e pentdxido de fosforo (P2Os),
podendo sofrer modificacbes qualitativas ou quantitativas, o que sugerem
modificacdes no seu comportamento bioldgico, particularmente na osteogénese
(CARDOSO et al., 2005; MOORE; GRAVES; BAIN, 2001).

Uma forte unido mecénica entre o vidro bioativo e o tecido 6sseo é resultado
basicamente de uma corrosdo na superficie do vidro bioativo que quando exposto
aos fluidos tissulares forma uma camada de gel rico em silica. Como esta estrutura
de gel combina fons de Ca®** e PO, com formas de cristais de hidroxiapatita
similares as do 0sso, ocorre esta forte uniao quimica do osso ao vidro bioativo. Este
aloenxerto vem sendo utilizado com sucesso para aumentar a quantidade de
material de enxerto autégeno, bem como isoladamente em cirurgias
bucomaxilofaciais (MOORE; GRAVES; BAIN, 2001; MORAES; GARCIA, 2006).

Turunen et al. (1997) compararam a utilidade de grénulos de vidro bioativo e
de carbonato de célcio como material de tratamento de superficie de implantes de
titinio e implantes de biovidro em cavidades Osseas. Um total de 15 coelhos
brancos, de ambos os géneros, da raca Nova Zelandia, pesando entre 3,5 a 4,4 Kg,
foram operados sob condicbes assépticas, recebendo quatro defeitos
perpendiculares ao longo eixo axial da diafise medial da tibia, confeccionados com
broca cénica utilizando baixa rotacado (<700 rpm) e sob irrigacdo. Uma tibia de cada

animal recebia os implantes com granulos de vidro bioativo e a outra contra-lateral
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0os com carbonato de célcio. Os animais foram sacrificados apds trés, seis e 12
semanas (n=5 para cada periodo). Os implantes e tecido 6sseo eram removidos em
bloco e preparados para andlise histomorfométrica. Os resultados histolégicos
evidenciaram em trés semanas um infiltrado inflamatério ao redor dos granulos de
carbonato de calcio e vidro bioativo. Nos demais periodos ndo se observava mais
este infiltrado em ambos os grupos. A reabsor¢ao total dos granulos de vidro bioativo
e dos implantes deste mesmo material ndo foi vista, ou seja, apdés 12 semanas havia
presenca de granulos residuais deste. A osseointegracao do grupo de implantes de
titAnio com superficie de biovidro comparado ao com superficie de carbonato de
célcio foi em todos os tempos estatisticamente significante. Esta diferenca nao foi
observada no grupo de implantes de vidro bioativo utilizando os diferentes granulos.
Os autores concluiram que o uso de vidro bioativo aumenta o contato e,
consequentemente, a estabilidade do implante.

Tadjoedin et al. (2000), com o objetivo de investigar a eficacia do uso de
particulas de vidro bioativo (Biogran®) na reconstrugdo maxilar, realizaram um
estudo utilizando o modelo de boca dividida, em dez pacientes edéntulos, que
necessitavam de elevacado do seio maxilar. No lado teste usaram uma mistura de
50% de Biogran® e 50% do osso autégeno e no controle apenas 0sso autdégeno.
Apds marcagao com tetraciclina biépsias foram realizadas num periodo de quatro a
16 meses e analisadas histologica e histomorfometricamente. Ao final do estudo, os
autores concluiram que a combinagdo de osso autégeno com Biogran® em partes
iguais foi uma alternativa promissora ao enxerto ésseo autébgeno sozinho,
principalmente quando grandes quantidades de osso forem necessarias para
elevacao do seio maxilar. Destacaram, ainda, que num periodo de 16 meses nao

havia diferenca significativa na quantidade e qualidade do tecido 6sseo neoformado
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nos sitios teste e controle, bem como nao existia vestigios das particulas de vidro
bioativo.

Macedo, N. et al. (2004) avaliaram a resposta histolégica de dois tipos de
vidro bioativo em defeitos ésseos. Utilizaram 16 ratos Wistar, mantidos sob dieta
sélida e agua ad libitum durante todo o experimento. Estes animais foram divididos
em dois grupos (n=8): um que recebia o vidro bioativo Perioglas® (PG), e outro
recebia o Biogran® (BG). Ambos os materiais apresentavam a mesma composicio
quimica - 45% dioxido de silicio (SiO,), 24,5% 6xido de calcio (Ca0), 24,5% 6xido de
sédio (Nax0), e 6% pentdxido de fosforo (PoOs) — diferindo somente no didmetro de
seus granulos. BG apresenta granulos mais regulares (300 a 355um), enquanto que
o PG mais irregulares (90 a 710um). O defeito ésseo monocortical foi confeccionado
na tibia com auxilio de uma trefina de 3 mm montada em contra-angulo redutor 1/16
com 1500 rpm e sob irrigagdo constante com soro fisiolégico. Os defeitos foram
preenchidos com os materiais citados, em seguida suturados e logo ap6s os animais
recebiam injecao intramuscular de antibiético e antiinflamatério. A eutanasia ocorreu
aos sete, 14, trinta e sessenta dias, instantes em que as pecas foram removidas e
fixadas por 48 h em formol a 10%. A descalcificacéo foi realizada numa solucao de
1:1 de citrato de s6dio 20% e &cido férmico 50%. Concluida a descalcificagédo, foram
incluidas em parafina e obtidos cortes de 6um, que foram corados com hematoxilina
e eosina, e tricomio de Mallory. Aos sete e 14 dias ambos 0s grupos apresentaram
septos 6sseos neoformados, mais intensos no grupo PG. Com trinta e sessenta dias,
ambos 0s grupos apresentaram tecido 6sseo mais maduro ao redor das particulas
de vidro bioativo. As trabéculas &sseas formadas em todos os periodos
experimentais foram justapostas com as particulas. Os autores concluiram que

ambos 0s materiais promoveram o preenchimento ésseo em toda a extensédo do
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defeito independente de suas granulagcdes, comprovando suas propriedades
osteocondutivas.

Turunen et al. (2004) analisaram a utilidade da mistura de granulos de vidro
bioativo de 800-1000 um (VB) e osso autdogeno (AB) para elevagao do seio maxilar
de pacientes. A amostra foi composta por setenta pacientes voluntarios que
necessitavam de elevacéao bilateral do seio maxilar. De um lado (teste) foi utilizada a
mistura VB + AB (1:1) e do outro apenas AB (controle). No momento da instalacao
do implante (21-34 semanas) foi realizada bidpsia da area por meio de uma trefina,
em seguida o material foi analisado por meio de microscopia de luz, microscopia
eletrénica de escaneamento e analise de energia dispersiva de raio x. Por meio da
metodologia empregada os autores concluiram que a combinacao de 0sso autdégeno
com granulos de vidro bioativo diminui a quantidade de 0sso necessaria para
elevacao do seio maxilar e resultam numa mesma quantidade de osso neoformado
se comparado ao uso de 0sso autdgeno isolado.

Villaca et al. (2005) estudaram a eficacia de um vidro bioativo utilizando
modelos primatas (quatro macacos Cebus appela), em que realizavam defeitos
0sseos alveolares bilaterais. Um lado era usado como teste (vidro bioativo -
Biogran®) e o outro como controle (apenas coagulo). Apds cinqiienta e noventa dias
dois animais foram sacrificados de forma randomizada, e obtidas pecas para analise
histomorfométrica. Ao final do experimento concluiram, em termos de 0sso
neoformado, que a substituicdo das particulas (300 a 355 um) do vidro bioativo por
novo 0sso ocorreu devido ndo apenas a uma atividade osteocondutora, mas
também a uma capacidade osteoestimuladora.

Fernandes et al. (2005) investigaram histologicamente, em caes, a eficacia da

proteina derivada de matriz do esmalte (EMD) associada a membrana (GTR) e vidro
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bioativo (VB) no tratamento de furca classe lll. Utilizaram vinte dentes de cdes sem
raga definida, nos quais inicialmente produziram defeitos de furca classe I,
padronizados com 5 mm, nos segundo e quarto pré-molares inferiores, que foram
preenchidos com guta percha para evitar a reparacdo espontdnea da area. No
mesmo instante removeram o primeiro e terceiro pré-molares de maneira a facilitar o
reposicionamento do retalho (sutura). Uma semana apdés, a sutura foi removida e os
animais mantidos sob alimentagcdo leve e sem cuidados de higiene bucal durante
oito semanas para favorecer o acumulo de biofilme. Apés uma semana, os dentes
foram raspados, realizou-se a profilaxia, e um novo retalho foi rebatido para remocéao
da guta-percha. Acessada a furca, esta foi curetada, sendo confeccionada uma
marcacao com broca esférica 2, ao nivel da crista éssea alveolar, para auxiliar na
analise histoldgica. Estes defeitos foram entdo preenchidos de acordo com o grupo
ao qual pertenciam: teste-1 (EMD+VB+GTR); teste-2 (EMD+GTR) e controle
(VB+GTR), suturados e os caes entdo recebiam antibiético e analgésico. Os animais
foram mantidos sob controle de higiene bucal por noventa dias, periodo em que
foram eutanasiados. Para avaliagdo dos resultados, as pecas foram descalcificadas
e embebidas em parafina, sendo posteriormente obtidos cortes com espessura de 5
um. A analise histoldgica foi feita por examinador cegado e a histomorfométrica por
meio de software de imagem digital. Utilizou-se a coloracdo de hematoxilina e
eosina, bem como a de tricrémio de Masson. As associagcdes de EMD com VB e
GTR, ou somente com GTR, mostraram resultados similares quando comparadas ao
VB associado a GTR no tratamento de defeito de furca classe Ill, em caes. As trés
modalidades de tratamento mostraram preenchimento parcial das furcas com

regeneracao 6ssea e cementaria limitada a porcao apical das mesmas.
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Melo et al. (2005) analisaram histologicamente a influéncia do vidro bioativo
isolado (Biogran®) ou associado a barreira de sulfato de calcio na reparagdo de
defeitos 6sseos. Na amostra, composta por 64 ratos Wistar, confeccionou-se, em
tibias, defeito unicortical de 4 x 3 mm. De acordo com o grupo a que pertenciam, 0s
animais receberam um tipo de tratamento (Grupo C = controle/coagulo; Grupo CS =
barreira de sulfato de célcio; Grupo BG = Biogran® e Grupo CS/BG = barreira de
sulfato de calcio mais Biogran®). Os espécimes foram sacrificados aos dez e trinta
dias e avaliados estatisticamente quanto ao total de novo osso formado. Ao final do
estudo, os autores concluiram que (i) o grupo controle demonstrou maior formacao
Ossea significativa em ambos os periodos de observacao, em relacdo a todos os
outros grupos experimentais, (ii) aos dez dias nao houve diferenga estatistica entre
0S grupos experimentais e (iii) aos trinta dias os grupos que utilizaram barreira de
sulfato de calcio tinham uma significativa maior formacao 6ssea do que o grupo de
Biogran® isolado. Em resumo, todos os materiais utilizados no estudo dificultaram a
reparacao 6ssea em defeitos ndo criticos.

Moraes e Garcia (2006) avaliaram o processo de reparo em defeitos 6sseos
de mandibulas de rato, preenchidos por materiais sintéticos a base de sulfato de
célcio e vidro bioativo. Foram utilizados 18 ratos Wistar que receberam defeitos
padronizados de 3 mm em mandibula com auxilio de uma tefina montada em contra
angulo redutor 1:16, ajustado para 400 rpm. Os animais foram divididos em trés
grupos: | — sem enxerto (controle), |l — sulfato de calcio (capset) e Ill — vidro bioativo
(Perioglas®). Os periodos experimentais estabelecidos foram de sete, 21 e sessenta
dias, momento em que realizaram cortes histoldégicos semi-seriados com 6 um de
espessura. Em seguida estes foram corados com hematoxilina e eosina e tricrémio

da Masson. As laminas foram avaliadas pelos métodos histométrico (quantitativo) e
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qualitativo de neoformacéao éssea (ausente, incompleta e completa). Os resultados
do estudo demonstraram, em todos os periodos, maior neoformagédo 6ssea para o
vidro bioativo; a diferenca variou de 20,1% aos sete dias, 7,5% aos 21 dias e 8,9%
aos sessenta dias. Ao final do estudo os pesquisadores concluiram que o vidro
bioativo conduziu neoformacéo 6ssea mais rapida e mais completa que o sulfato de

calcio.

2.3 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Estudos nas areas bésicas das ciéncias da saude, bem como estudos
clinicos, tém documentado a habilidade e o papel de fatores de crescimento e
diferenciacdo em induzir e promover um aumento no processo de regeneracao
ossea (BECKER et al., 1992; CHO; LIN; GENCO, 1995; GIANNOBILE; FINKELMAN;
LYNCH, 1994; LYNCH et al., 1991).

O PRP é uma fonte autégena para se obter fibrinogénio contendo fatores de
crescimento: fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de
crescimento transformador (TGF-B), fator de crescimento endotélio-vascular (VEGF)
e fator de crescimento epidérmico (EGF) (JUNG et al., 2005).

Quando as plaquetas do PRP sao ativadas por meio de adicao de calcio ou
trombina, os fatores de crescimento sao liberados. O PRP é obtido por meio da
retirada de sangue autégeno submetido a uma seqiéncia de centrifugacao
diferencial. Quando aplicado de forma associada aos enxertos ésseos autdgenos,
tem demonstrado aumentar a densidade 6éssea comparado aos enxertos sem o PRP

(MARX et al., 1998).
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Nash et al. (1994), estudando o efeito do PDGF em defeitos promovidos por
meio de osteotomia na tibia de coelhos, observaram radiograficamente que os sitios
testes apresentavam um aumento e maior densidade no calo 6ésseo formado em
comparacdo ao grupo controle no periodo de duas e quatro semanas.
Histologicamente os grupos testes mostraram um estado de atividade osteogénica
mais avang¢ado que o0s grupos controle ndo tratados com PDGF.

Camargo et al. (2002) realizaram um estudo baseado em parametros clinicos
periodontais e cirurgia de reentrada (seis meses) no qual se propuseram a (i) avaliar
a eficacia clinica da combinacao do PRP, regeneracao tecidual guiada (GTR) e 0sso
bovino (BPBM) para terapia de defeitos infra-6sseos e (ii) comparar a eficiéncia
clinica da tripla terapia com o GTR isolado. Utilizaram para este fim um estudo de
boca dividida numa amostra composta de 18 pacientes que foram acompanhados
por um periodo de seis meses pds-terapia. Ao final do estudo os autores concluiram
que o PRP e BPBM melhoraram os resultados clinicos conseguidos com GTR na
regeneracao de defeitos infra-6ssoes de pacientes com periodontite crénica severa.
Os autores destacam ainda que os beneficios do PRP/BPBM n&o foram apenas
estatisticos, mas também de significancia clinica.

Sanchez, Sheridan e Kupp (2003) realizaram uma revisao da literatura na
base de dados MEDLINE, abrangendo as publicacées desde 1960 até junho de
2002, em inglés, usando as palavras: PRP, platelet-rich plasma, autologus gel e
platelet gel com o objetivo de saber se o plasma rico em plaquetas era um perfeito
fator de crescimento. Ao terminarem a revisao, os autores concluiram, entre outros
pontos, que a preparagdo do PRP autégeno elimina o risco de transmissdo de
doencas ou reacdes imunoldgicas; que o gel de PRP melhora a manipulacao/manejo

dos enxertos; que um numero limitado de estudos da area odontolégica sugere
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algum beneficio quando o PRP é combinado ao osso autdégeno, especificamente o
PRP mostra um aumento na taxa de formacado 6ssea e na qualidade do 0sso
formado. Por fim expdem que estudos longitudinais sdo necessarios sobre a adicao
do PRP a substitutos 6sseos explorando os resultados e buscando determinar a
previsibilidade dos procedimentos regenerativos.

Leme, Rossi Junior e Villa (2004) consultando a literatura existente e movidos
pela motivagdo do uso clinico do PRP, avaliaram o reparo de cavidades ésseas
cirirgicas em mandibulas de oito caes adultos jovens da raca Beagle adicionadas de
PRP comparadas ao reparo normal dos animais. Foram feitas quatro osteotomias
circulares com trefina (3 mm de diametro por 4 mm de profundidade) distando 3 mm
entre elas, o procedimento foi repetido em ambos os lados da mandibula totalizando
oito osteotomias para cada animal. As osteotomias préximas aos molares foram
preenchidas com coagulo e as demais com PRP. Os blocos destas areas foram
removidos e analisados histologicamente nos tempos experimentais de sete, 14, 28
e 42 dias. Ao final do experimento os autores puderam concluir que: 1 — nos tempos
de sete e 14 dias a adicao do PRP promoveu um aumento quantitativo e qualitativo
no tecido ésseo formado e que a velocidade de producao de trabéculas também se
mostrou aumentada; 2 — aos 28 dias o0 PRP pareceu nao alterar a quantidade de
tecido ésseo formado, entretanto a maturacdo se mostrava mais avancada; e 3 —
nos 42 dias a adicdo de PRP aumentou significativamente a qualidade e quantidade
de osso formado, além de maturacdo mais avancada. Os autores destacam que a
quantidade de osso neoformado neste estudo nado foi verificada por métodos
histomorfométricos, mas visualmente 0 aumento era evidente.

Wiltfang et al. (2004) investigaram, por meio de estudo experimental

randomizado, em 24 mini-porcos fémeas, o efeito de duas diferentes preparacdes de
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PRP na regeneracao éssea de defeitos 6sseos criticos, usando: osso autdégeno,
substitutos reabsorviveis e permanentes, e um substituto 6sseo com suposta
propriedade osteocondutora (esponja colagena bovina 20 mg - Colloss™). No pré-
operatério o sangue dos animais foi coletado da veia jugular para confeccao do
PRP. Defeitos padronizados foram confeccionados na cabega dos animais com
auxilio de uma trefina, medindo 10 mm de didmetro e 8 mm de profundidade. Estes
eram entdo preenchidos de acordo com o grupo ao qual pertenciam: 0SSO
particulado autdégeno (particulas com tamanho de 2 a 3 mm), ou substitutos 6sseos:
Cerasorb™ (granulos de B-tricalcio-fosfato - 1000-2000 pm), Bio-Oss™ (bloco de
0ss0 esponjoso bovino) e Colloss™. Trés defeitos em fila receberam o material a ser
enxertado, sendo em um deles utilizado isolado e nos outros dois associados a 0,5
mL de PRP ad modum Curasan (um defeito) ou ad modum 3i (um defeito). Os locais
com Colloss™ recebiam uma malha de titanio para prevenir o colapso dos tecidos
moles. Durante os trés primeiros dias poés-cirdrgicos 0s espécimes recebiam
antibioticoterapia, visando prevenir infecgdo. Quatro animais foram eutanasiados e
avaliados por meio de microrradiografia e imunoistoquimica (osteocalcina e proteina
O0ssea morfogenética tipo 2 - BMP-2) ap6s duas, quatro e 12 semanas. Para estas
analises cada peca foi dividida ao meio. Metade seguia para microrradiografia em
que se analisava, primeiramente, a relacao entre novo osso formado e tecidos
moles, e depois a correlacdo entre o substituto ésseo e 0 0sso ao redor, sendo que
cinco tomadas forma realizadas para cada amostra. A outra metade foi destinada
para imunoistoquimica. Os resultados microrradiograficos apds duas semanas no
grupo autégeno demonstraram que o PRP intensificou a reparacao 6ssea sendo que
o PRP ad modum 3i teve melhor resultado que o ad modum Curasan. Neste mesmo

periodo o efeito do PRP n&o foi significante nos demais grupos. Em quatro semanas
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o efeito positivo inicial do PRP no grupo autégeno nao foi mais observado, e os
outros grupos continuaram sem apresentar diferencas estatisticas. Nas 12 semanas
o nivel de reparacao 6ssea foi similar em todos os grupos. Os autores concluiram
que o PRP nao mostrou influéncia consistente nos varios grupos, sendo que no
grupo autdégeno observou-se efeito significante apenas do PRP ad modum 3i no
periodo inicial. Os autores concluiram, ainda, que o uso combinado do PRP aos
substitutos 6ésseos do tipo xenoenxertos ndo mostrou resultados favoraveis podendo
ter efeitos adversos, e desse modo, ndo recomendariam tal combinacao e, por fim,
sugeriram que a combinacado do PRP com osso autdgeno pareceu ser favoravel.
Aghaloo, Moy e Freymiller (2005) estudaram a efetividade da associagao do
PRP a aloenxertos do tipo Freeze-Dried Bone (obtidos de cadaveres) sendo estes
utilizados na forma mineralizada (FMB) e desmineralizada (FDDB). Para tanto
utilizaram 15 coelhos machos da raca Nova Zelandia (2,8 a 4,0 Kg), nos quais
confeccionavam no cranio (0ssos parietais e frontais) quatro defeitos padronizados
de 8 mm de diametro, que eram enxertados com FDDB isolado, FDDB + PRP, FMB
isolado e FMB + PRP. Para prevenir infeccdes os animais receberam terapia
antibiética pds-operatoria, além de medicacao narcética para controle da dor. Neste
estudo, cego randomizado prospectivo, 0s autores observaram as alteracdes
radiograficas, histolégicas e histométricas nos tempos de um, dois e quatro meses.
Para avaliacdo radiogréafica foi feita uma tomada padronizada do cranio, apds a
eutanasia, usando como comparagdo uma escala de carbonato de célcio. Em
seguida os dados foram quantificados por meio de software especifico (UCLA
Image, UCLA, Los Angeles, CA, USA) para afericdo em pixels dos tons de cinza.
Para andlise histomorfométrica as pecas foram descalcificadas em solucao de acido

hidrocloridrico, seccionadas com espessura de 6 um e coradas com hematoxilina e
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eosina. Nesta andlise, a area éssea foi calculada usando o software ImagePro
(ImagePro, Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA). Os resultados mostraram
em termos radiograficos uma tendéncia do FDDB + PRP em ter maior densidade
que o FDDB isolado no periodo de um e dois meses, contudo sem apresentar
diferenca estatistica, ocorrendo o mesmo entre os grupos FMB + PRP e FMB
isolado. A avaliagdo histomorfométrica demonstrou que FDDB + PRP tiveram
tendéncia de maior formacado 6ssea que FDDB isolado no periodo de um e dois
meses, mas sem diferenca estatistica significante. O mesmo ocorreu entre FMB +
PRP e FMB isolado nos intervalos de um e quatro meses. Os autores concluiram
que os materiais enxertados no cranio dos coelhos ndo mostraram ganho
significativo quando combinados com PRP no periodo de tempo estudado.
Pomponio et al. (2005) relataram um caso clinico no qual empregaram a
associacdo do PRP ao vidro bioativo como tratamento aplicado em primeiro pré-
molar inferior que apresentava defeito ésseo na face mesial com perda de insercao
de 13 mm. Os autores, no preparo do PRP, destacaram a nao utilizacao de trombina
bovina visto que o uso desta pode estar associada com o desenvolvimento de
anticorpos contra fatores de coagulacao V, XlI e trombina. Apdés um ano da terapia
observaram mudancas significativas radiograficas tanto no aumento da densidade,
quanto no preenchimento do defeito 6sseo, além de relatarem reducdo de
profundidade de sondagem e ganho no nivel clinico de insercao de 4 mm.
Ressaltaram ainda a confirmacao de neoformacao éssea, in locu, em uma segunda
intervengéo cirargica de enxerto conjuntivo. Finalmente, os autores concluiram que,
apesar das evidéncias regenerativas s6 serem obtidas por métodos de microscopia,

0s parametros clinicos observados sugeriram regeneracao tecidual.
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Plachokova et al. (2006) avaliaram histomorfométrica e radiograficamente, em
apenas um periodo de quatro semanas em modelo animal, a hipétese da
combinacdo do PRP com um material osteocondutor em melhorar a resposta
reparadora 6ssea, bem como se haveria diferenca entre as formas de aplicacao do
PRP (liquido ou gel). O material osteocondutor utilizado foi a ceramica bifasica (40%
B-tricalcio fosfato e 60% hidroxiapatita — HA/TCP). Obtiveram de quatro ratos Fisher
344, machos, via puncao cardiaca, o sangue em tubos contendo citrato de sédio a
3,8%, que era submetido a uma sequiéncia de centrifugacdes para confeccdo do
PRP. As plaquetas obtidas no PRP eram contadas usando um aparelho automatico
de analise hematol6gica (Advia 120, Bayer BV, Mjdrecht, Netherlands), encontrando
uma concentracao trés vezes maior que a inicial do sangue. Os autores utilizaram 38
ratos Fisher 344, machos (220 a 260 g), que receberam um defeito de 6,2 mm de
didmetro em cranio, o qual era preenchido de acordo com o grupo ao qual
pertenciam: a) defeitos vazios para controle; b) HA/TCP isolado; c) HA/TCP
associado ao PRP liquido; d) HA/TCP associado ao PRP gel. Os grupos controle e
experimentais eram compostos por oito e dez animais, respectivamente. Para
analise histomorfométrica foi criada uma escala de avaliacdo de zero a quatro,
representando o fechamento do defeito: zero (nenhum fechamento), um (25% de
fechamento), dois (50%), trés (75%) e quatro (100%). As imagens de trés seccdes
por espécime foram digitalizadas em pequena magnificacdo e usadas para avaliar a
relagédo entre a area do defeito e o novo osso formado, por meio de um software de
imagens (Leica Qwin Proimage — Leica BV). As anadlises radiograficas foram
realizadas através de um sistema de avaliacdo 3D do tipo tomografia Cone Bean,
avaliando as diferencas de densidade do material de enxerto (escala de cinza das

particulas HA/TCP de 0-128) e do osso (escala de 129-246), sendo submetidas a
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analise estatistica. Os resultados histomorfométricos demonstraram que dois dos
defeitos do grupo vazio fecharam completamente, trés do grupo de particulas
isoladas, dois do particula + liquido PRP e dois do particula + PRP gel tiveram o
mesmo comportamento, contudo nao houve diferenga estatistica significativa entre
0s grupos. A analise radiografica também nao evidenciou diferenga estatistica
significante. Concluiram que apds quatro semanas de implantacdo nenhum
beneficio na formacao éssea usando o PRP foi observado, bem como nao houve
diferenca quanto a forma de aplicacao do PRP. Os autores explicaram a auséncia de
beneficios na associacdo dos materiais baseados na escolha do periodo de
implantacdo do material selecionado e/ou no tamanho nédo critico dos defeitos
confeccionados.

Klongnoi et al. (2006) estudaram a influéncia do PRP associado ao vidro
bioativo (Biogran®) e ao osso autégeno na osseointegracdo para elevacdo do seio
maxilar em estagio unico com colocagao de implantes. Utilizaram 24 miniporcos, dos
quais removeram os pré-molares maxilares bilateralmente, realizaram a elevagéo do
seio maxilar e os incluiram em grupos de tratamento randomicamente distribuidos
(grupo A = 0sso autdgeno, grupo B = osso autégeno + PRP, grupo C = Biogran® e
grupo D = Biogran® + PRP). Simultaneamente, estas areas receberam trés implantes
com 14 mm de comprimento e 3,5 mm de largura. Os animais foram eutanasiados
nos tempos de um, dois, oito e 12 meses, tendo as partes dos maxilares de
interesse removidas. Previamente ao preparo histolégico, uma andlise
microrradiogréfica foi efetuada, sendo que os resultados ndo demonstraram
diferencas estatisticas entre os grupos autégenos sem e com PRP. Durante todos os
periodos do estudo houve microrradiograficamente um aumento do contato

osso/implante. Comparando os grupos de Biogran® com e sem PRP, aos dois meses
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houve um menor contato osso/implante para o grupo Biogran® + PRP com diferenca
estatistica significativa. Nos demais periodos nado houve diferenga significativa.
Quanto a analise histolégica, foi realizada a coloragdo com azul de toluidina. Os
grupos nao demonstraram diferencas nos tipos de formacao 6ssea, destacando-se
que em oito e 12 meses havia ainda presenca de granulos de Biogran®. Os autores
concluiram que nao houve efeito positivo significante do uso do PRP na formacéo de
contato osso/implante e que sao necessarios mais estudos para melhorar o
entendimento do PRP na regeneracao 6ssea.

Ouyang e Qiao (2006) avaliaram a efetividade do PRP em conjunto com o
0sso mineral bovino poroso no tratamento de defeitos intrabssoes em humanos. Um
total de 17 defeitos de dez pacientes com periodontite foram divididos em dois
grupos aleatoriamente e tratados ou com PRP mais 0sso bovino (n=9) ou apenas
0ss0 bovino (n=8). Parametros clinicos avaliados por um examinador previamente
calibrado incluiram profundidade de sondagem, nivel clinico relativo de insercao
(utilizando a sonda florida) e sondagem 6ssea no tempo inicial e um ano apés. Outro
método de analise baseou-se na obtencao de radiografias periapicais padronizadas
de cada defeito nos periodos inicial, duas semanas e um ano pés-operatério; que
foram avaliadas por meio de subtracado radiografica. Ao final do estudo os autores
concluiram que a combinacdo de PRP com osso bovino teve uma significativa
melhor resposta comparada ao 0sso bovino isolado.

Pryor, Susin e Wikesjdé (2006) com o objetivo de avaliar a validade das
tomadas radiograficas como método de avaliagdo da reparacdo 6ssea de defeitos
0sseos criticos usados em modelo animal, alocaram uma amostra de trinta ratos que
receberam quatro diferentes tratamentos (1- PRP, 2- PRP+membrana, 3- coagulo, 4-

coagulo+membrana). Os animais foram sacrificados quatro e oito semanas apdés a
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confeccao e tratamento do defeito. Como ferramenta de analise realizaram tomadas
radiograficas convencionais padronizadas e posteriormente as digitalizaram em
scanner usando resolucdo de 1200 dpi. As imagens foram avaliadas visualmente
quanto aos tons de cinza por trés examinadores cegados. As amostras foram
também preparadas para analise histologica e histomorfomética (fixadas em formol
por trés a cinco dias, descalcificadas em acido acético+citrato de sédio por 24 h, e
coradas com hematoxilina e eosina). Os dados obtidos foram avaliados
estatisticamente por meio do teste Kappa e correlacdo de Spearman e os autores
concluiram que a avaliagdo de formacao 6ssea por meio de radiografias apresenta
uma baixa/pequena acuracia, nao refletindo o processo/estagio real (histoldgico) de
cicatrizacdo quando, por exemplo, subestima o processo final e superestima o

estagio intermediario.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar por meio de analise radiogréfica,
histol6gica e histomorfométrica a eficacia da associagao de vidro bioativo e PRP na

reparacao de defeitos cirlrgicos realizados no osso parietal de coelhos.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacado Educacional Jayme de Altavilla — FEJAL/CESMAC (Registro 1148 —
CONEP/CNS/MS) sendo aprovado sob protocolo 027A/2006 (Anexo A), permitindo o
inicio do experimento. Desta forma, foi realizado um estudo experimental, usando
modelo animal, junto ao Biotério e Laboratério de Anatomo-Patologia da Faculdade

de Ciéncias Biologicas e da Saude (FCBS) da FEJAL/CESMAC.

4.1 COMPOSICAO DA AMOSTRA

A amostra utilizada, submetida ao procedimento cirurgico, foi composta por
dez coelhos da raga Nova Zelandia, albinos, machos, adultos, com peso aproximado
de 3,5 Kg e clinicamente saudaveis, procedentes do biotério da FCBS da

FEJAL/CESMAC.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Procedimento ciruargico

A equipe envolvida diretamente com o procedimento anestésico e o ato
cirirgico (um veterinario, o pesquisador e um auxiliar) utilizou aventais e luvas
cirirgicas estéreis descartaveis, bem como todos os demais equipamentos de
protecao individual (mascara, gorro, 6culos), objetivando eliminar a possibilidade de

infecgao cruzada e obtendo durante todo procedimento uma cadeia asséptica. Todo
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instrumental utilizado foi previamente esterilizado por meio de calor Umido
(autoclave) na Clinica de Odontologia da FEJAL/CESMAC. As mesas cirlrgica,
auxiliar e de apoio receberam desinfec¢ao seguindo procedimento de rotina.

Os animais foram mantidos durante todo experimento com alimentacao a
base de racdo (Nutricoelho, Purina — Brasil) e agua ad libitum seguindo orientacao
do veterinario responsavel pelo biotério da FEJAL/CESMAC. No periodo de vinte
horas antes do procedimento cirdrgico os coelhos ficaram em jejum conforme
protocolo realizado por MacNeill et al. (1999).

Previamente ao ato cirdrgico os animais foram submetidos a processo de
anestesia mediante a injecao de 65 mg/Kg de ketamina e 4 mg/Kg de xilazina (JUNG
et al., 2005). Houve monitoramento e manutencéo desta anestesia durante todo ato
cirurgico, sendo controlada pelo veterinario responsavel. Apés obtencdo do estado
de anestesia profunda, os animais receberam tricotomia na regido alvo do
procedimento cirurgico (calvaria) seguida de limpeza anti-séptica como segue: alcool
a 70%, iodo polvidine (PVPI), alcool a 70%, nessa ordem. O campo operatério foi
coberto com campo cirurgico fenestrado, descartavel e estéril. A partir deste instante
os coelhos foram posicionados em decubito ventral em uma mesa com fixadores
estaticos de forma a permitir uma padronizacdo de acesso cirurgico para todos os
animais.

O acesso a calvaria dos animais foi efetuado através de uma incisao retilinea
iniciando no osso nasal seguindo em sentido posterior e terminando na crista médio-
sagital (JUNG et al., 2005), utilizando uma Iamina descartavel numero 15 por animal
montada num cabo de bisturi Bard Paker numero trés. Subseqlentemente, o
periésteo foi incisado longitudinalmente e mantido aderido ao tecido tendinoso

adjacente, sendo este bloco divulsionado e afastado por meio de um descolador de
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periésteo do tipo Molt (Golgran Millenium) com a finalidade de expor a regiao
composta pelos ossos frontal e parietal do coelho. Durante todo o procedimento o
local foi mantido limpo e hidratado por meio de irrigacdo com soro fisioldgico estéril
utilizando uma seringa descartavel tipo Luer (uma para cada animal) de 20 mL e
gaze estéril.

Seguida a exposicdo dos ossos supracitados, foram confeccionados nos
0ssos parietais direito e esquerdo dois defeitos distribuidos uniformemente por meio
de ostectomia com uma trefina de 8 mm (Neodent®) de diametro (Figura 1). Tal
trefina estava acoplada em contra-angulo redutor montado em motor cirdrgico
modular de implantodontia (Sin), padronizados com velocidade de 1200 rpm e
torque 45 N, possuindo bomba peristaltica para uso de soro fisiol6gico, objetivando
promover irrigacdo e refrigeracdo, eliminando a possibilidade de aquecimento do

tecido 6sseo que poderia levar a morte celular deste tecido.

Figura 1 — Confecgao dos defeitos padronizados. (A) trefina 8 mm, (B) rompimento da
cortical externa, (C) cortical removida, (D) aparéncia final - dois defeitos uniformes

Apbs a confeccao dos defeitos padronizados a area foi abundantemente
irrigada com soro fisiolégico para remog¢ao de possiveis debris (residuos) 6sseos
provenientes da ostectomia.

Em sequiéncia, os coelhos previamente distribuidos de maneira aleatoria

igualmente em dois grupos experimentais (1 e 2) por meio de sorteio simples,
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constando de papéis com numeros cardinais de um a dez, receberam de acordo
com seu grupo dois tipos de tratamento: Grupo 1 — coagulo isolado (CO) e vidro
bioativo isolado (VB) sendo este o Perioglas® (NovaBone Products, Alachua,
Florida, USA) ; Grupo 2 — plasma rico em plaquetas isolado (PRP) e associagcao
PRP com vidro bioativo (PRP+VB), conforme Figuras 2 e 3. Foram realizados,
portanto, quatro tipos de tratamento (I, Il, lll e IV), sendo cinco espécimes para cada
tipo. A divisdo em dois grupos experimentais visou prevenir a contaminagao que o
PRP poderia causar nos defeitos onde este nao deveria existir (tratamentos | e Il), 0

que poderia influenciar nos resultados deste estudo.

GRUPO-1 d=8 mm

Legenda:

d = didmetro

| = vidro bioativo (VB)
Il = coagulo (CO)

(f) (f) (f) = osso frontal
(p) = 0sso parietal

Figura 2 — Esquema cirargico representativo do grupo 1
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GRUPO-2 d=8 mm

Legenda:

d = didmetro

[l = VB+PRP
IV= PRP

(f) (f) (f) = osso frontal.
(p) = 0sso parietal.

Figura 3 — Esquema cirargico representativo do grupo 2

Apos o preenchimento dos defeitos 6sseos confeccionados, a area incisada
foi suturada com fio reabsorvivel (vicryl 4-0) agulhado (agulha atraumatica 1,7 cm e

seccao transversal triangular) por meio de suturas interrompidas de né simples

(Figura 4).

Eca
Figura 4 — Preenchimento dos defeitos do grupo 2. (A) inser¢cdo PRP+VB, (B) inser¢cao PRP,
(C) sutura do periésteo, (D) aspecto clinico do pés-cirurgico imediato

Concluido o ato cirurgico os animais foram mantidos isoladamente em gaiolas
apropriadas e receberam medicacdo analgésica/antiinflamatéria (Banamine,
Schering Plough — Brasil) para controle da dor, e antibidtica (Flotril 10% injetavel,
Schering Plough — Brasil) seguindo orientagdo do veterinario responsavel pelo

biotério da FEJAL/CESMAC.
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4.2.2 Obtencao do PRP

Independente do grupo ao qual pertenciam os animais, todos foram
submetidos a etapa de coleta de sangue, com intuito de serem submetidos ao
mesmo estresse visando parear a amostra. Foi obtido o PRP somente dos animais
do grupo 2.

A sequéncia do processo de obtencao esta basicamente dividida em duas
etapas: primeira etapa - puncdo venosa e coleta do sangue, e segunda etapa -
separacao celular (centrifugagao) e preparo do plasma (MACEDO, A. et al., 2004).

Para confirmarmos que no sangue que era coletado para obtencdo do PRP
havia uma concentracdo adequada de fatores de crescimento, foi solicitado um
hemograma prévio de cada coelho junto ao Laboratério de Patologia Clinica do
Curso de Medicina Veterinaria da FEJAL/CESMAC, ratificando a contagem normal
das plaquetas do animal. Caso o animal apresentasse alteracdes basicas em seu
hemograma, este era descartado da amostra até o restabelecimento dos niveis
normais das plaquetas.

O sangue coletado para 0 hemograma e para a preparacao do PRP foi obtido,
respectivamente, por meio de puncdo da veia auricular superficial e puncao
cardiaca, sendo estes procedimentos efetuados pelo veterinario do biotério da
FEJAL/CESMAC. Na coleta para hemograma simples foram utilizados os seguintes
materiais: luvas de procedimento, gaze, alcool a 70%, agulha de insulina e seringa
de 10 mL, micropore e tubo de ensaio esterelizado de 5 mL (BD).

Confirmados os niveis de normalidade de plaquetas, a confeccao do PRP foi
efetuada através de uma adaptacao, objetivando o uso em coelhos e seguindo

orientacao veterinaria, do protocolo original adotado no Centro de Estudo e Pesquisa
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em Implantes Dentarios (CEPID), da Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSC) descrito por Macedo, A. et al. (2004), consistindo nas seguintes etapas

relatadas abaixo.

a)

Coleta de 9 a 10 mL de sangue em dois tubos de silicone (BD) de 5 mL com
0,5 mL de citrato de sédio.

Centrifugar os tubos a 1200 rpm por 10 min em centrifuga com raio de 10 cm.
O sangue, apoés centrifugacao, apresentara duas porcoes: uma vermelha na
porcao inferior do tubo (hemacias) e outra amarela (plasma) na porgcao
superior.

Utilizando micropipetas, toda a porcdo superior de plasma (amarela) sera
removida indistintamente de suas camadas, até préximo a porcao de
hemacias, com o cuidado para que estas nao sejam pipetadas. Este
procedimento foi realizado utilizando pontas estéreis, na presenca de uma
chama alta do bico de Busen a no maximo 30 cm da area de manipulacao do
material, colocando as porcées pipetadas em tubos de ensaio de silicone
estéreis vazios (BD).

Proceder uma segunda centrifugacao de 1200 rpm por 10 min. Temos, entao,
um liquido amarelo claro com um concentrado de plaguetas (em forma de
botdo) no fundo do tubo. Esse “botdo” aos poucos se expande. Apds a
segunda centrifugacédo do plasma, deve-se retirar 50% do sobrenadante que
corresponde a um plasma pobre em plaquetas (PPP).

Colocar o concentrado de plaquetas em cuba metalica pequena estéril, em
banho-maria a 37°C e acrescentar, em seguida, cloreto de calcio estéril a
10%. A quantidade de cloreto de calcio estéril a 10% a ser adicionado ao

plasma é calculada através da proporcao de 8:1 (oito partes de plasma para
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uma parte de cloreto). Por fim, quando foi realizado o tratamento I,
adicionou-se o material de enxerto vidro bioativo (Perioglas®) e aguardou-se a
geleificacao.

Apesar de existirem diferentes métodos para obtencdo do PRP (ANITUA,
1999; MARX et al., 1998; SONLEITNER; HUEMER; SULLIVAN, 2000), optamos
pelo protocolo acima exposto pelo fato de que neste a trombina bovina nao é
utilizada em momento algum, visto que alguns autores a associam a
possibilidade de aparecimento de encefalopatia espongiforme (doenca da vaca-
louca), e ao aparecimento de reacdes antigeno-anticorpo no pds-operatorio
(MACEDO, A. et al., 2004).

Obtido o gel final este era imediatamente colocado no defeito 6sseo pré-
determinado, isoladamente ou associado ao material de enxerto, seguindo o

proposto na Figura 3.

4.2.3 Eutanasia dos animais

Os animais foram submetidos a eutanasia apds o periodo de 12 semanas.
Para tanto, foi realizada inicialmente anestesia geral (xilazina a 2% - Rompum, Bayer
— e ketamina a 5% - Ketalar), via intramuscular. Estando o animal profundamente
sedado, foi aplicado lentamente 10 mL de cloreto de potassio 0,19%, via
endovenosa, monitorando o animal até o O6bito, sendo que todo procedimento
sempre foi acompanhado pelo veterinario responsavel, respeitando desta forma a
técnica de eutanasia recomendada pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria,
resolucdo numero 714, artigo 13, de 20 de junho de 2002, que dispde sobre os

métodos de eutanasia nos animais.
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4.2.4 Analise radiografica

Os animais apés a eutanasia tiveram os 0ssos parietais removidos em bloco e
imediatamente colocados em fixador, sendo em seguida efetuada a tomada
radiografica convencional dos mesmos em aparelho radiografico odontoldégico da

marca Gnatus modelo Timex 70 (70Kvp e 7mAs).

Cada espécime foi posicionado sobre a pelicula (Kodak Ultra-speed) e as
radiografias eram realizadas com padronizacao da distancia foco-objeto (utilizando
um posicionador radiografico periapical) e do tempo de exposicao (0,32s).

As peliculas radiograficas foram todas reveladas em processadora
automatizada modelo A/T 2000°XR (Air Techniques). As radiografias obtidas foram
entao digitalizadas de maneira padronizada por meio do Scanner hp scanjet 3670
ligado em estabilizador de energia, ajustado com resolugdo em 600 dpi e para
captura de imagens em tons de cinza de 8 bit (Figura 5). As imagens foram salvas
em JPEG e depois analisadas quanto a densidade de tons de cinza por meio do
programa computacional Image J, versdo 1.37, de dominio publico (disponivel em
http://rsb.info.nih.gov/ij). A densidade radiografica, em tons de cinza, foi obtida pela
média de trés medidas realizadas em cada defeito 6sseo, com tamanho do cursor
padronizado e delineando todo o defeito confeccionado, sendo feito por um Unico
avaliador cegado e previamente calibrado (R?=0,9488 conforme grafico do Apéndice

A).
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Figura 5 — Radiografias digitalizadas por meio de scanner hp scanjet 3670. (A) grupo 1 —(l)
VB e (ll) CO; (B) grupo 2 — (lll) VB+PRP e (IV) PRP

4.2.5 Preparacao dos cortes histolégicos

Imediatamente apds a retirada da peca anatdmica em bloco, durante o
deslocamento até a tomada radiografica e imediatamente apd6s esta, a mesma foi
mantida no fixador formol Lillie 10%, tamponado em pH 7,2, composto por 100 mL
de formol puro, 900 mL de agua deionizada, 6,5 g de NasHPO4 e 4,0 g de NaH,PO4
H>O, por um periodo total de 48 h (MACEDO, N. et al., 2004).

Apos a fixacdo da amostra, esta foi desmineralizada seguindo o protocolo
utilizado pelo laboratério anatomo-patolégico da FEJAL/CESMAC, que consiste na
associacdao de duas solugdes: solucdo (a) - acido férmico 88% (500 mL) e agua
destilada (500 mL); solucéo (b) - citrato de sddio a 20% (citrato de sodio 40 g + 200
mL de agua destilada) e agua destilada (1000 mL). Misturou-se partes iguais das
solucdes (a) e (b). Esta solucao foi agitada e trocada a cada dois dias até a total
desmineralizacao do tecido confirmado por meio de penetracdo de uma agulha sem
enfrentar resisténcia, processo completado em média em torno de cinco dias.

Ap6s a desmineralizagdo as amostras foram divididas ao meio e

acondicionadas em blocos de parafina, sendo as duas metades de cada defeito
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colocadas num mesmo bloco com o cuidado do plano de inclusdo ser determinado
pelo centro do defeito. Em seguida foram confeccionados cortes a partir da regiao
mais central do defeito em diregdo a periferia com 6 pm de espessura, em seis
niveis dos blocos, havendo uma distancia de 100 um entre cada nivel e obtendo-se,
portanto, 12 niveis de cada defeito ésseo (Figura 6) De cada um dos niveis foram
confecionadas duas laminas comportando de dois a trés cortes cada uma. Os cortes

histol6gicos foram desparafinados em xilol, e corados pela hematoxilina e eosina.
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Figura 6 — Representacao esquematica da sequiéncia de preparacao dos cortes histolégicos.
(A) peca anatdbmica em bloco, (B) separacao dos defeitos, (C) cada defeito dividido em duas
metades, (D) e (E) inclusdo das duas metades num mesmo bloco de parafina, (F) seqiiéncia
de cortes do bloco limitado a regidao paracentral

4.2.6 Analise histologica

Os cortes histolégicos foram submetidos primariamente a uma analise

descritiva (qualitativa) em microscopio de luz, observando-se o possivel fechamento
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linear do defeito dsseo, as trabéculas dsseas e vasos sanglineos neoformados, as
células do tecido 6sseo, os espacos medulares e a possivel reacao inflamatéria. Em
seguida, os mesmos foram levados para uma analise histomorfométrica

(quantitativa).

4.2.7 Estudo histomorfométrico

A quantificacdo da neoformacao 6ssea no centro do defeito foi avaliada por
meio de planimetria por contagem de pontos. Para tanto, foi utilizado um reticulo
padrdao quadrangular composto por 140 pontos, posicionado sobre a imagem

histolégica para a contagem.

Foram utilizados dois cortes de cada um dos 12 niveis de cada defeito 6sseo
para analise histomorfométrica. As imagens de cada campo foram selecionadas em
microscépio de luz, com aumento de 100X, sendo considerada apenas a regiao
correspondente ao centro do defeito 6sseo. Em seguida, as imagens foram obtidas
de maneira padronizada (1.280 x 960 pixels, RGB, formato JPEG) por meio de uma
placa de captura de imagem de microcomputador ligada a uma camera filmadora
digital Samsung acoplada ao microscépio e avaliadas por um monitor de
computador. As imagens arquivadas eram entdo submetidas a analise
histomorfométrica com utilizacdo do programa computacional Image J de dominio
publico. Tal programa possibilitou a confecgcdo do reticulo e seu posicionamento
sobre a imagem histolégica. Foram considerados para contagem os pontos de

intersecé@o que se localizaram sobre a matriz éssea.
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O valor da porcentagem de area de formacao éssea por defeito, considerando
cada tipo de tratamento realizado, correspondeu a média dos valores obtidos nos 12

niveis analisados.

4.2.8 Analise estatistica

Foram calculados a média e o desvio-padrao (DP) dos valores de densidade
radiografica e dos percentuais da histomorfometria obtidos em cada tratamento.
Esses valores foram submetidos separadamente ao teste de analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey utilizando o programa estatistico Bio Estat 4.0, sendo

o nivel de significancia fixado em 5%.
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5 RESULTADOS

O delineamento do estudo apresentou uma amostra de dez animais divididos
em dois grupos. Contudo, um animal do grupo 2 foi descartado uma vez que,
durante a anadlise histolégica, foi observado que no defeito tratado com associacao
de VB mais PRP houve o extravasamento do material causado por um edema no
tecido nervoso de origem indeterminada. Além disso, ocorreu a contaminagdo do
outro defeito (PRP) pelo VB.

Isto posto, os resultados que sao apresentados foram originados das
observacodes radiografica, histolégica e histomorfométrica do grupo 1 (n=5) e grupo 2

(n=4).

5.1 ANALISE RADIOGRAFICA

De acordo com os dados referentes a ANOVA, apresentados na Tabela 1,
houve diferenca estatisticamente significante entre as densidades 6sseas (tons de
cinza) observadas nas diferentes condi¢des de tratamento avaliadas (p<0,05).

Na analise dos tratamentos por meio do teste de Tukey (Tabela 1), péde-se
verificar que os tratamentos PRP+VB e PRP apresentaram valores de densidade
0ssea que nao diferiram estatisticamente. Entretanto, estes valores se apresentaram
superiores e diferiram estatisticamente dos valores observados nos tratamentos VB

e CO, os quais se apresentaram estatisticamente semelhantes.
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Tabela 1 — ANOVA e teste de Tukey dos valores de densidade 6ssea (tons de cinza) obtidos
nos tratamentos aplicados

TRATAMENTO MEDIA+DP  GRUPOS HOMOGENEOS F p
PRP+VB 66,167 (+ 4,274) A
PRP 60,711 (£ 3,512) A 149322 0,0003
VB 51,272 (+ 4,896) B
CO 47,049 (+ 5,381) B

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

A Figura 7 apresenta a representacao grafica de dados da Tabela 1.

Densidade Ossea
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10 +—"
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60,711(a) | 51,272(b) | 47,049(b)

Tons de Cinza

Tratamento

Figura 7 — Médias de densidade 6ssea (tons de cinza) observadas nos diferentes
tratamentos

A Tabela 2 expressa os valores das diferencas existentes entre as médias de
densidade 6ssea apresentadas nos diferentes tratamentos comparados dois a dois.

Desta forma, pdde-se evidenciar uma diferenca estatisticamente significante
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(p<0,01) entre PRP+VB comparado ao VB e CO. Na comparacgao entre PRP e VB foi
verificada uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05) assim como entre
PRP e CO (p<0,01). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre VB e
CO e entre PRP+VB e PRP (p>0,05).

Tabela 2 — Teste de Tukey para os valores das diferencas existentes entre as médias de

densidade 6ssea (tons de cinza) apresentadas nos diferentes tratamentos comparados dois
a dois

TRATAMENTO DIFERENGA ENTRE AS MEDIAS Q P
PRP+VB e PRP 5,456 2,297 > 0,05
PRP+VB e VB 14,895 6,612 < 0,01
PRP+VB e CO 19,118 8,487 < 0,01
PRP e VB 9,439 4,190 <0,05
PRP e CO 13,662 6,065 <0,01
VB e CO 4,223 1,988 > 0,05

A Figura 8 apresenta a representacao grafica das médias de densidade 6ssea

observadas nos diferentes tratamentos comparados dois a dois.
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Figura 8 — Médias de densidade éssea (tons de cinza) observadas nos diferentes
tratamentos comparados dois a dois, a presenga do simbolo (*) demonstra diferenca
estatistica com valor de p<0,01 e do simbolo (F) representa diferenca com p<0,05

5.2 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

5.2.1 Associacao PRP+VB

Os cortes histoldgicos, da area central dos defeitos dsseos, revelaram regido
central rica em tecido conjuntivo denso, particulas de vidro e grande quantidade de
macréfagos; principalmente associados as particulas de vidro. Nas margens dos
defeitos havia intensa neoformacgdo 6ssea. A medida que houve aprofundamento
dos cortes (aumento dos niveis) observou-se maior quantidade de tecido désseo
neoformado. As areas centrais passavam a exibir focos de tecido ésseo vital

neoformado (Figura 9).
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Figura 9 — (A) aspecto histologico do tratamento PRP+VB; (B) centro do defeito com
presenca de tecido 6sseo neoformado; (C) particula de vidro bioativo com macréfagos (seta)
e (D) margem do defeito e presenca de osteoblastos (seta)

5.2.2 PRP isolado

Os cortes histolégicos iniciais (regido central) dos defeitos 6sseos estavam
preenchidos por tecido conjuntivo denso e apresentavam varios focos de
neoformacéao de tecido ésseo em toda a extensédo do defeito. Entretanto a espessura
do tecido 6sseo neoformado era fina ndo preenchendo todo o volume do defeito no
sentido das corticais interna e externa dos parietais. Nao houve grandes diferengas

quando se aprofundou os cortes (Figura 10).
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Figura 10 — Aspecto histologico do tratamento PRP — centro do defeito

5.2.3 Vidro bioativo

Os cortes histolégicos iniciais dos defeitos 0Osseos encontravam-se
preenchidos totalmente por tecido conjuntivo denso, grande quantidade de particulas
de vidro e por macréfagos, principalmente em torno das particulas do biomaterial.
Areas de neoformagéo éssea foram observadas somente nas margens dos defeitos.

A medida que os cortes foram aprofundados observou-se uma intensa
neoformagdo éssea na regiao marginal do defeito, enquanto a porgcao central
continuava sendo composta por tecido conjuntivo denso, grande quantidade de
particulas de vidro e macrofagos, sem evidéncias de neoformagédo 6ssea (Figura

11).



Figura 11 — (A) Aspecto histolégico da regiao central do defeito tratado com VB, (B)
margens do defeito havendo neoformacgéo dssea

5.2.4 Coagulo

Nos cortes histolégicos correspondentes aos niveis iniciais dos defeitos
0sseos pOde-se observar o preenchimento total por tecido conjuntivo denso, sendo
que ndo havia sinais de neoformagdo 6ssea na porcdo central dos mesmos.
Pequena neoformagéo 6ssea foi evidenciada somente na periferia destes. A medida
que os cortes foram aprofundados maior quantidade de tecido 6sseo neoformado
nas margens era notada, contudo, a regiao central continuava sendo ocupada por

tecido conjuntivo denso. (Figura 12 e 13)

Figura 12 — Aspecto histolégico do tratamento CO — centro do defeito
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Figura 13 — Aspecto histolégico do tratamento CO — bordas do defeito

5.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Os dados referentes a ANOVA apresentados na Tabela 3 demonstram
diferenga estatisticamente significante entre os valores histomorfométricos de
neoformacéao 6ssea (%) nos diferentes tratamentos estudados (p<0,05).

Na andlise dos tratamentos por meio do teste de Tukey (Tabela 3), verifica-se
que os tratamentos PRP+VB e PRP apresentaram valores de neoformacao éssea
que nao diferiram estatisticamente. Entretanto estes valores se apresentaram
superiores e diferiram estatisticamente dos valores observados nos tratamentos VB

e CO, os quais apresentaram comportamento estatistico semelhante.

Tabela 3 — ANOVA e teste de Tukey dos valores de neoformacgédo 6ssea (%) obtidos nos
tratamentos aplicados

TRATAMENTO MEDIA + DP GRUPOS HOMOGENEOS F p
PRPAVE 25,55 (+ 9,87) A
PRP 25,77 (+ 12,41) A 76673 0,0032
VB 6,07 (+ 4,34) B
co 7,76 (£ 5,57) B

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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A Figura 14 apresenta graficamente dados da Tabela 3.

Neoformacio Ossea

PRP+VB PRP
25,55(a) 25,77(a)

Cco
VB 7,76(b)
- 6,07(b) T

N
Tratamento

Figura 14 -  Média dos valores de neoformacao 6ssea (%) observados nos diferentes
tratamentos

Neoformacdo Ossea (%)

A Tabela 4 expressa os valores das diferencas existentes entre as médias de
neoformagédo Ossea nos diferentes tratamentos comparados dois a dois. Péde-se
assim observar uma diferengca estatisticamente significante entre PRP+VB
comparado ao VB e CO (p<0,05). Na comparacao entre PRP e VB foi verificada uma
diferenca estatisticamente significante assim como entre PRP e CO (p<0,05). Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre VB e CO e entre PRP+VB e PRP

(p>0,05).
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Tabela 4 — Teste de Tukey para os valores das diferencas existentes entre as médias de
neoformacao 6ssea (%) apresentadas nos diferentes tratamentos comparados dois a dois

TRATAMENTO DIFERENCA ENTRE AS MEDIAS Q p
PRP+VB e PRP 0,22 0,05 > 0,05
PRP+VB e VB 19,47 4,97 < 0,05
PRP+VB e CO 17,78 4,54 < 0,05
PRP e VB 19,69 5,02 < 0,05
PRP e CO 18,00 4,59 < 0,05
VB e CO 1,68 0,45 > 0,05

A Figura 15 apresenta a representacédo grafica das médias de neoformacao

Ossea observadas nos diferentes tratamentos comparados dois a dois.

Neoformacdo Ossea

25,55 25,77 25,55 25,55 25,77 25,77

7,76 7,76
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PRP+VB xPRP  PRP+VB x VB PRP+VB x CO PRP x VB PRP x CO VB x CO

Figura 15 - Média de neoformacao éssea (%) apresentada nos diferentes tratamentos
comparados dois a dois, a presenga do simbolo (*) demonstra diferenca estatistica com
valor de p<0,05
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6 DISCUSSAO

As pesquisas em torno dos biomateriais reparadores 6sseos continuam a ser
de grande relevancia dentro do meio cientifico, pois apesar de o enxerto autégeno
ser o padrdo ouro para regeneragdo Ossea ele apresenta inconvenientes
clinicamente significativos como a necessidade de outro sitio cirdrgico e maior
morbidade (CHAN et al., 2002; MACEDO, N. et al., 2004; MOORE; GRAVES; BAIN,
2001).

Por estes motivos diversos materiais disponiveis no mercado, que podem ser
utilizados pelo cirurgido-dentista para cumprir este objetivo, sdo pesquisados. Estes
materiais, contudo, ainda nao apresentam resultados capazes de alcancar a
regeneracao desejada (VILLACA et al., 2005).

A descoberta de que o reparo 6sseo é regulado por uma seqliéncia
orquestrada de fatores de crescimento e diferenciacéo local deu impulso a uma nova
linha de pesquisa, sendo conhecido este ramo como engenharia tecidual
(HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999). Desde entao foram desenvolvidos trabalhos
cientificos que exploram a associagdo dos materiais substitutivos dsseos a estes
fatores de crescimento, havendo na literatura resultados controversos.

Assim o presente estudo teve o propésito de avaliar por meio de analise
radiografica, histolégica e histomorfométrica a eficacia da associacao de VB e PRP
na reparacao de defeitos cirurgicos realizados no osso parietal de coelhos.

No estudo de biomateriais, diferentes ossos e diversos modelos animais tém
sido utilizados. Neste trabalho foi selecionado, baseado em evidéncias, o emprego
de um modelo experimental que utiliza os ossos parietais de coelhos (AGHALOO;
MOY; FREYMILLER, 2005), uma vez que estes o0ssos apresentam um

comportamento reparador similar aos ossos maxilares e ainda pelo motivo de serem
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estaveis, ou seja, ndao sofrem movimentacdes que poderiam propiciar interferéncias
no processo de reparacao intramembranosa (ARROTEIA; PEREIRA, 2005).

Por outro lado, o coelho é um animal pequeno o bastante para ser utilizado
em grupos moderadamente numerosos, mas grande o suficiente para possibilitar
osteotomia e fixacdo das fraturas, além de possuir um sistema harvesiano ésseo
parecido com o do homem e por isto o tipo de reparacao éssea apds fratura é muito
semelhante ao dos seres humanos (MATOS; GONCALVES; ARAUJO, 2001).

O pesquisador deve estar atento a capacidade de auto-inducao reparadora do
tecido 6sseo relatada por Arroteia e Pereira (2005). O presente estudo abrangeu um
periodo de 12 semanas (FERNANDES et al.,, 2005; TURUNEN et al., 1997;
WILTFANG et al., 2004) e, buscando eliminar este viés (auto-inducao reparadora),
empregamos para estudo em calvaria de coelhos um defeito ésseo critico de 8 mm
(SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Um método, nao invasivo, empregado na rotina clinica bem como em
pesquisas (MARX et al. 1998; NASH et al., 1994; WILTFANG et al., 2004) para
avaliar os resultados obtidos nas terapias regenerativas 6sseas é a observacao
radiografica desta estrutura. Uma forma de quantificar esta neoformacéao € por meio
da mensuracao da densidade dssea radiografica.

Neste trabalho foi utilizada a densidade radiogréafica para mensurar diferencas
estatisticas entre os tipos de tratamento empregados. Observou-se uma diferenca
estatistica significativa (p<0,05) no tratamento PRP+VB comparado aos demais,
excetuando-se a terapia com PRP isolado, sugerindo assim que os fatores de
crescimento presentes no PRP induziram um aumento na resposta reparadora

Ossea e que a associacdo ao VB néo se justifica, sendo o PRP sozinho capaz de
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gerar uma densidade similar a associagdo, diminuindo assim os custos envolvidos
na aquisi¢ao do VB.

Os resultados de densidade encontrados no presente estudo estao de acordo
com Nash et al. (1994), que empregando o0 mesmo método avaliativo, observaram
aumento e maior densidade no calo ésseo na tibia de coelhos tratados com PDGF, o
qual € um dos fatores de crescimento presentes no PRP. Bem como estdo
condizentes aos achados de Marx et al. (1998), que aplicaram o PRP associado a
enxertos 0sseos autdégenos e observam aumento na densidade 6ssea comparado
aos enxertos sem PRP.

Por outro lado, sdo contraditérios aos resultados obtidos por Wiltfang et al.
(2004) que ao final do seu estudo (12 semanas), utilizando modelo animal,
observaram por meio de microrradiografia a ndo existéncia de diferenca estatistica
entre tratamentos que combinam PRP a outros biomateriais e tratamentos somente
com biomateriais isolados. Os autores concluiram que o PRP ndao mostrou influéncia
consistente nos varios grupos, sendo que no grupo autégeno observou-se efeito
significante apenas do PRP ad modum 3i no periodo inicial. Usado conjuntamente
aos substitutos 6sseos do tipo xenoenxertos, o PRP nao mostrou resultados
favoraveis podendo ter efeitos adversos.

O tratamento com VB comparado ao CO mostrou uma tendéncia de maior
densidade 6ssea, contudo sem diferenca estatistica (p>0,05). Este fato sugeriu que
o VB parecia ndo ser capaz de estimular nenhuma resposta reparadora, ou que 0
defeito ésseo tratado com CO (controle) tivesse sofrido um processo de auto-
inducéao repadora e, portanto, nao seria critico.

Porém, o resultado positivo de que o defeito 6sseo do presente trabalho era

critico foi confirmado por meio dos resultados histolégicos descritivos dos defeitos
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tratados com CO onde nao foi observado, em nenhum dos animais, o fechamento
completo do defeito, estando sempre o0 centro preenchido por tecido conjuntivo.
Pequena neoformacao 6ssea foi evidenciada somente na periferia destes.

Em contrapartida todos os demais tratamentos empregados demonstraram
histologicamente um potencial em promover neoformacdo &ssea, sendo a
associacdo PRP+VB a que demonstrou um melhor processo apresentando areas
centrais com focos de tecido 6sseo vital neoformado, e por vezes estes focos
encontravam-se intimamente associados as particulas do biomaterial. Este mesmo
evento foi descrito por Villaca et al. (2005), os quais afirmaram que a substituicao
das particulas do vidro bioativo por novo 0sso ocorreu devido ndo apenas a uma
atividade osteocondutora, mas também a uma capacidade osteoestimuladora.

Esta intima associacao corrobora com relatos literarios e pode ser explicada
pela corrosdao que a superficie do material sofre quando exposta aos fluidos
tissulares. Forma-se uma camada de gel rico em silica e este é rapidamente coberto
por uma rica camada de fésforo-calcio. Células da fagocitose penetram na silica e
reabsorvem parcialmente o gel formando uma bolsa na qual surgem células
mesenquimais. As células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos e assim
ilhas de novo osso sdo formadas sem a necessidade de proliferacao osteoblastica
pré-existente no osso (MOORE; GRAVE; BAIN, 2001; MORAES; GARCIA, 2006).

Destaca-se o fato de que nao foi observado no tratamento isolado com VB a
presenca de focos de neoformacédo 6ssea na regido central do defeito. Contudo,
tanto no tratamento PRP+VB como no VB havia grande presenca de macréfagos
(células fagocitarias) envolvendo as particulas de vidro bioativo.

Apesar de nosso periodo de estudo ser considerado tardio (12 semanas), nos

tratamentos que envolviam a presenca do biomaterial isolado ou associado ao PRP
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os granulos de vidro foram sempre observados corroborando com os achados de
outros pesquisadores (MACEDO, N. et al.,, 2004; MORAES; GARCIA, 2006;
TURUNEN et al., 1997; VILLACA et al., 2005). Ha literatura demonstrando que nao
se evidencia vestigios de particulas de vidro bioativo ap6s um periodo de dezesseis
meses (TADJOEDIN et al., 2000).

O tratamento com PRP isolado demonstrou um potencial reparador 6sseo
interessante uma vez que sempre foi observado focos de neoformacdo déssea na
regiao central do defeito, porém a espessura do tecido ésseo neoformado era fina
nao preenchendo todo o volume do defeito no sentido das corticais interna e externa
dos parietais. Esta diferenca de comportamento entre o PRP isolado e PRP+VB
demonstra que a aplicacdao do biomaterial teve um papel significativo para prevenir a
invaginacdo dos tecidos moles (MORAES; GARCIA, 2006), evento que o PRP
sozinho nao foi capaz de evitar. Seriam necesséarios periodos maiores de
acompanhamento para evidenciarmos se haveria uma continuidade neste
comportamento discutido.

Apesar das observacoes histolégicas demonstrarem uma tendéncia de melhor
resposta reparadora do tratamento PRP+VB, havia a necessidade, para maior
confianca do estudo, de transformar os dados observados (subjetivos) em dados
paramétricos (objetivos) afim de possibilitar uma analise estatistica da neoformacao
Ossea. Utilizou-se entdo imagens capturadas da regido central dos defeitos,
conforme descrito na metodologia deste trabalho, e com auxilio do programa
computacional Image J foi obtida a média do percentual de neoformacao 6ssea para
cada tipo de tratamento.

O resultado encontrado no presente estudo evidenciou que o emprego isolado

do PRP comparado aos outros tratamentos proporcionou um maior percentual de
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neoformacdo 6ssea, estatisticamente significativo em relacdo as demais terapias,
com excecgao da associacao PRP+VB, a qual apresentou tendéncia estatisticamente
similar ao PRP.

Leme, Rossi Junior e Villa (2004) ao final de um estudo em caes onde
avaliaram o efeito do uso do PRP comparado ao CO no processo de reparacao
alveolar concluiram que o uso do PRP aumentou significativamente a qualidade e
quantidade de osso formado. Destaca-se aqui que apesar dos resultados dos
autores citados serem similares aos aqui encontrados, deve-se ter cuidado, pois 0s
préprios autores afirmam que em seu estudo a quantidade éssea nao foi verificada
por métodos histomorfométricos, mas visualmente o aumento era evidente.

Ha de se ter a devida cautela ao se avaliar os dados visualmente, pois, como
ja anteriormente comentado no presente trabalho durante o estudo descritivo
histolégico (meio visual), o tratamento PRP+VB mostrava uma mais acentuada
neoformacado em relagdo aos demais, entretanto no instante que estes dados foram
transformados em valores paramétricos (percentual de neoformacdo 6ssea) nao
houve diferenca entre o PRP isolado e o PRP+VB.

Apesar de ndo encontrarmos beneficios na associacdo do PRP com VB os
resultados do trabalho de Camargo et al. (2002) empregando diferente metodologia
para avaliar os efeitos da combinacgéo clinica do PRP a um material de enxerto (0sso
bovino) demonstraram que a combinagdo estudada por eles melhoraram os
resultados clinicos na regeneracédo de defeitos intra-ésseos, por meio de GTR, de
pacientes com periodontite crénica severa, e que estes beneficios foram também
estatisticamente significativos.

Aghaloo, Moy e Freymiller (2005) estudando também associacdo do PRP a

outros materiais de enxerto (FMB e FDDB), usando como modelo experimental
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coelhos com periodos de acompanhamento de um, dois e quatro meses, concluiram,
por meio de histomorfometria, que FDDB + PRP tiveram tendéncia de maior
formacao 6ssea que FDDB isolado nos periodos de um e dois meses, mas sem
diferenca estatistica significante. O mesmo ocorreu no periodo de um e quatro
meses no grupo FMB + PRP e FMB isolado.

Os resultados de Fernandes et al. (2005) que avaliaram, em caes, a eficacia
de um fator de crescimento combinado a membrana (GTR) e vidro bioativo (VB) no
tratamento de furca classe lll ndo divergem dos aqui encontrados, pois ao final do
estudo concluiram que a juncao de um fator de crescimento com VB nao apresentou
diferenga estatistica a favor da associagdo. Contudo, outra conclusdo dos mesmos
autores diverge do observado no presente estudo quando afirmam nao haver
diferenca estatistica nem mesmo entre o emprego isolado do fator de crescimento
quando comparado as terapias que ndo faziam uso do mesmo. E valido neste ponto
destacar que o fator de crescimento utilizado por Fernandes et al. (2005) foi a
proteina derivada de matriz do esmalte (EMD), sendo que esta possui mecanismo
de acdo diverso ao PRP e nem mesmo faz parte da sua composic¢ao.

Os resultados estatisticos da neoformacdo o6ssea do presente trabalho
mostraram também que os tratamentos VB e CO nao diferiram entre si, apesar da
tendéncia mostrada pelo VB de menor percentual de neoformacao. Estes dados, de
certa maneira, estdo relacionados aos da pesquisa de Melo et al. (2005) que,
investigando a influéncia do vidro bioativo isolado ou associado a barreira de calcio
na reparagdo de defeitos 6sseos, concluiram que todos os materiais utilizados
atrapalharam a neoformacgéo éssea em defeitos néo criticos.

De acordo com os trabalhos de pesquisa que Sanchez, Sheridan e Kupp

(2003) analisaram por meio de uma revisao da literatura, que abrangeu desde junho
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1960 até junho 2002 sobre o uso do PRP, um numero limitado de estudos da area
odontolégica sugere algum beneficio em favor da associacdo do PRP com osso
autégeno, especificamente na qualidade do osso formado. Por isso estudos que
abordem tanto a associacdo do PRP ao osso autégeno, como a outros materiais de
enxerto sdo ainda necessarios para um maior esclarecimento e entendimento dos
provaveis efeitos que estas associacdes possam propiciar.

Buscando colaborar no entendimento das associacées do PRP a materiais
alégenos, mais precisamente ao vibro bioativo, o presente estudo demonstrou que
no caso desta juncdo (PRP + VB) ndo houve um resultado em que ficasse evidente
um sinergismo significativo que melhore o reparo do tecido 6sseo de forma diferente
da observada quando da utilizacdo isolada do meio rico em fatores de crescimento
(PRP).

Fica por fim demonstrado que os estudos que buscam obter um melhor
controle e resultado do processo de reparo 6sseo devem ser realmente norteados
com base no emprego de fatores de crescimento, bem como deve num futuro
préoximo surgir meios que tragam melhorias nos resultados obtidos e nas técnicas

disponiveis no presente.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos e com a metodologia empregada foi possivel
concluir que em defeitos cirurgicos realizados no osso parietal de coelhos:
- O PRP favoreceu a reparacao 6ssea;
- O VB nao favoreceu o reparo 6sseo isoladamente e nao alterou

a reparacao 6ssea obtida pelo PRP.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Comité de Etica em Pesquisa do CCBS (CEP-CCBS/CESMAC)
(Registro n® 1148 - CONEP / CNS / MS)

Protocolo n® 027 A /2006

Macei6, 08 de Agosto de 2006

Sr. Pesquisador,

De acordo com o parecer elaborado na reunido plenéria, do Comité de Etica
em Pesquisa do CCBS/CESMAC, considerando o Projeto de Pesquisa intitulado

“Eficacia da associagdo de vidro bioativo e plasma rico em plaquetas
na reparacao 6ssea em coelhos .”, comunicamos que o mesmo foi avaliado e

aprovado, podendo a pesquisa ser iniciada.
Nesta oportunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante
a execugao do experimento, manter o CEP informado através do envio de relatério acerca

da pesquisa, seu desenvolvimento, bem como qualquer alteracdo ou interrupcao da
mesma.

Atenciosamente,

Profa. Cﬁ%%a]heims

Coordenadora

Ilmo. Sr. Prof. Luiz Alexandre Moura Penteado

APRL
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APENDICE A - Grafico de correlacdo de Pearson entre leituras de tons de

cinza (calibracao)

Calibracao - Tons de Cinza
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APENDICE B - Estatistica descritiva das médias de tons de cinza

(Bio Estat 4.0)

VB CO PRP+VB PRP
Tamanho da amostra = 5 5 4 4
Minimo 43,322 39,978 60,751 57,149
Maximo 55,624 53,513 71,329 64,674
Amplitude Total 12,302 13,535 10,578 7,525
Mediana 52,795 48,751 66,294 60,5105
Primeiro Quartil (25%) 50,153 43,296 63,1533 58,1203
Terceiro Quartil (75%) 54,466 49,707 69,3078 63,1013
Desvio Interquartilico 4,313 6,411 6,1545 4,981
Média Aritmética 51,272 47,049 66,167 60,711
Variancia 23,9789 28,9573 22,3209 12,3382
Desvio Padrao 4,8968 5,3812 4,7245 3,5126
Erro Padréao 2,1899 2,4065 2,3623 1,7563
Coeficiente de Variagao 9,55% 11,44% 7,14% 5,79%
Assimetria (g1) -1,3673 -0,3011 -0,1084 0,1829
Curtose (g2) 1,7052 -1,2881 -2,5847 -3,7302
Média Harmonica = 50,8641 46,5428 65,9126 60,5593
N (média harménica) = 5 5 4 4
Média Geométrica = 51,0737 46,7978 66,0399 60,635
N (média geométrica) = 5 5 4 4
Variancia (geom.) = 1,0043 1,0059 1,0022 1,0015
Desvio Padrao (geom.) = 1,1051 1,1234 1,0743 1,0595
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APENDICE C - Analise de variancia e Teste de Tukey para comparacio das

médias de tons de cinza

(Bio Estat 4.0)

FONTES DE VARIACAO GL SQ QM
Tratamentos 3 10,1 e+02 336,7
Erro 14 315,72 22,55
F= 14,932

(p) = 0,0003

Média VB 51,272

Média CO 47,049

Média PRP+VB 66,167

Média PRP 60,711

Tukey: Diferenca Q (p)
VB X CO 4,223 1,9885 ns
VB X PRP+VB 14,895 6,6124 < 0,01
VB X PRP 9,439 4,1903 < 0,05
CO X PRP+VB 19,118 8,4872 < 0,01
CO X PRP 13,662 6,0651 < 0,01
PRP+VB X PRP 5,456 2,2978 ns
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APENDICE D - Estatistica descritiva das médias da planimetria

(Bio Estat 4.0)

PRP +VB PRP VB CcO
Tamanho da amostra = 4 4 5 5
Minimo 18,63 13,45 1,64 2,95
Maximo 39,7 39,94 11,16 16,79
Amplitude Total 21,07 26,49 9,52 13,84
Mediana 21,935 24,85 5,83 6,25
Primeiro Quartil (25%) 18,8325 16,4875 2,02 3,81
Terceiro Quartil (75%) 28,6525 34,135 9,73 9,02
Desvio Interquartilico 9,82 17,6475 7,71 5,21
Média Aritmética 25,55 25,773 6,076 7,764
Variancia 97,556 154,103 18,847 31,037
Desvio Padrao 9,877 12,414 4,341 5,571
Erro Padrao 4,939 6,207 1,942 2,491
Coeficiente de Variacao 38,66% 48,17% 71,45% 71,76%
Assimetria (g1) 1,527 0,234 0,133 1,351
Curtose (g2) 2,029 -3,712 -2,707 1,637
Média Harménica = 23,2796 21,3236 3,4043 5,3655
N (média harmbnica) = 4 4 5 5
Média Geométrica = 24,3064 23,4561 4,6167 6,3882
N (média geométrica) = 4 4 5 5
Variancia (geom.) = 1,0559 1,1193 1,4068 1,2314
Desvio Padrdo (geom.) = 1,4244 1,6645 2,4267 1,9984
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APENDICE E - Analise de variancia e Teste de Tukey para comparacio das

médias de planimetria

(Bio Estat 4.0)

FONTES DE VARIACAO GL SQ QM
Tratamentos 3 15,7 e+02 522,755
Erro 14 95,5 e+01 68,179
F= 7,6673

(p) = 0,0032

Média PRP+VB 25,55

Média PRP 25,7725

Média VB 6,076

Média CO 7,764

Tukey: Diferenca Q (p)
Médias PRP+VB x PRP 0,2225 0,0539 ns
Médias PRP+VB x VB 19,474 4,9721 < 0,05
Médias PRP+VB x CO 17,786 4,5411 < 0,05
Médias PRP x VB 19,6965 5,0289 < 0,05
Médias PRP x CO 18,0085 4,5979 < 0,05
Médias VB x CO 1,688 0,4571 ns
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APENDICE F - Leituras e médias originais dos tons de cinza dos tratamentos

PRP e PRP+VB

Imagem 1
Leitura PRP (med + desvpad) PRP+VB (med + desvpad)
1 58,413 9,160 60,732 7,778
2 58,367 9,112 60,806 7,814
3 58,551 9,221 60,714 7,755
Meédia 58,444 9,164 60,751 7,782
Imagem 2
Leitura PRP (med + desvpad) PRP+VB (med + desvpad)
1 64,610 9,456 68,623 10,728
2 64,740 9,514 68,533 10,693
3 64,673 9,464 68,747 10,778
Média 64,674 9,478 68,634 10,733
Imagem 3
Leitura PRP (med + desvpad) PRP+VB (med + desvpad)
1 57,023 7,843 64,028 11,066
2 57,169 7,940 64,018 11,058
3 57,255 7,996 63,817 11,031
Média 57,149 7,926 63,954 11,052
Imagem 4
Leitura PRP (med + desvpad) PRP+VB (med + desvpad)
1 62,744 12,268 71,622 12,339
2 62,537 12,171 71,373 12,493
3 62,450 12,161 70,991 12,442
Média 62,577 12,200 71,329 12,425
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APENDICE G - Leituras e médias originais dos tons de cinza dos tratamentos

COeVB
Imagem 1
Leitura CO (med + desvpad) VB (med + desvpad)
1 49,728 8,150 50,111 7,723
2 49,588 8,079 50,222 7,752
3 49,804 8,185 50,127 7,731
Média 49,707 8,138 50,153 7,735
Imagem 2
Leitura CO (med + desvpad) VB (med + desvpad)
1 48,721 8,255 55,592 8,532
2 48,769 8,300 55,547 8,543
3 48,762 8,277 55,732 8,652
Média 48,751 8,277 55,624 8,576
Imagem 3
Leitura CO (med + desvpad) VB (med + desvpad)
1 43,188 8,511 52,616 9,383
2 43,393 8,624 52,880 9,397
3 43,307 8,572 52,890 9,399
Média 43,296 8,569 52,795 9,393
Imagem 4
Leitura CO (med + desvpad) VB (med + desvpad)
1 39,953 11,086 43,552 15,037
2 40,070 11,060 42,838 14,806
3 39,912 10,002 43,577 14,996
Média 39,978 10,716 43,322 14,946
Imagem 5
Leitura CO (med + desvpad) VB (med + desvpad)
1 53,671 5,864 54,708 5,838
2 53,252 4,769 54,278 5,438
3 53,617 5,734 54,412 5,568
Média 53,513 5,456 54,466 5,615
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APENDICE H - Leituras e médias originais da planimetria dos tratamentos
PRP+VB e PRP

Nivel PRP+VB PRP Nivel PRP+VB PRP
1 2,86 0,00 1 0,71 5,00
10,00 0,00 1 143 286
1 7,14 5,71 -1 0,00 20,00
1 4,29 3,57 -1 000 11,43
2 571 2,14 2 286 15,71
2 571 5,00 2 714 21,43
2 14,29 7,86 2 6,43 18,57
2 16,43 9,29 2 0,00 18,57
3 6,43 3,57 3 27,14 15,71
3 7,14 5,00 - 3 16,43 19,29
3 21,43 19,29 ; -3 10,71 15,00 ;
-3 2357 14,29 =< 3 2786 2143 Z
4 857 8,57 = 4 3357 1643 =
4 5,00 5,71 Z 4 4357 2500 Z
-4 3714 2143 4 21,43 21,43
4 4286 22,14 4 3786 21,43
5 7,86 10,71 5 69,29 14,29
5 14,29 5,00 5 27,86 13,57
5 47,86 42,86 -5 48,57 16,43
-5 50,00 37,14 -5 43,57 19,29
6 8,57 9,29 6 37,14 2214
6 12,14 786 6 33,57 22,86
.6 4500 35,71 6 4571 22,86
6 52,86 40,71 6 56,43 19,29
Média 18,63 13,45 Média 24,97 17,50
Nivel PRP+VB PRP Nivel PRP+VB PRP
1 2571 42,86 1 0,00 42,14
1 2429 3929 1 0,00 32,14
1 32,86 17,14 -1 0,00 35,00
-1 2357 34,29 -1 0,00 23,57
2 3214 48,57 2 000 40,71
2 4214 50,00 © 2 000 5214 ¥
2 3571 37,14 _ 2 0,00 40,00
2 26,43 37,86 2 2 0,00 55,71 2
3 5857 43,57 = 3 857 3500 S
3 50,00 30,71 < 3 1857 25,71 <
-3 30,71 60,00 3 071 27,86
-3 5429 4357 -3 0,00 2357
4 4214 22,86 4 3214 3357
4 30,71 54,29 4 1500 2857
-4 4571 42,86 4 571 24,29

-4 43,57 35,00 -4 31,43 28,57



46,43
50,71
38,57
44,29
35,71
44,29
48,57
45,71
39,70

53,57
49,29
48,57
39,29
15,71
37,86
38,57
35,71
39,94

45,00
53,57
32,14
44,29
46,43
24,29
44,29
51,43
18,90

28,57
29,29
30,71
29,29
27,86
26,43
27,14
25,00
32,20
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APENDICE | - Leituras e médias originais da planimetria dos tratamentos VB e

co

Nivel VB CO Nivel VB CO

1 0,00 0,00 1 500 25,00

1 0,00 0,00 1 000 2357

-1 0,00 0,00 -1 0,00 14,29

-1 0,00 0,00 40,71 29,29

2 0,00 0,00 2 13,57 17,14

2 0,00 5,71 2 15,00 15,71

-2 0,00 0,00 -2 0,00 20,00

-2 0,00 0,00 2 214 16,43

3 14,29 0,00 3 11,43 17,14

3 2,86 0,00 - 3 12,86 17,14

-3 0,00 5,71 ; -3 0,00 20,71 ;

3 7,14 3,57 =< 3 0,00 1286 %

4 24,29 0,00 = 4 0,00 12,86 =

4 0,00 0,00 Z 4 000 1929 Z

-4 0,00 25,00 -4 10,00 11,43

-4 0,00 22,86 4 17,86 12,86

5 2571 0,00 5 0,00 17,14

5 12,14 0,00 5 0,00 18,57

5 857 17,86 5 20,71 11,43

5 3429 26,43 5 17,86 23,57

6 29,29 0,00 6 0,00 15,71

6 35,00 0,00 6 1,43 7,86

6 21,43 18,57 6 4,29 10,00

6 1857 24,29 6 7,14 12,86
Média 9,73 6,25 Média 583 16,79
Nivel VB CO Nivel VB CO

1 0,00 12,14 1 929 0,00

1 0,00 6,43 1 10,71 0,00

-1 0,00 0,00 -1 857 0,00

-1 0,00 0,00 -1 10,71 0,00

2 0,00 13,57 2 0,00 0,00

2 0,00 10,71 2 0,00 0,00

2 1,43 0,00 © -2 0,00 0,00 <

2 0,71 0,00 _ -2 0,00 0,00 -

3 0,00 15,71 2 3 0,00 0,00 2

3 0,00 18,57 = 3 0,00 0,00 =

3 4,29 0,00 < 3 0,00 214 <

-3 4,29 0,00 -3 0,00 286

4 1,43 14,29 4 0,00 0,00

4 0,71 14,29 4 0,00 0,00

-4 5,00 4,29 -4 0,00 0,00

-4 5,71 4,29 -4 0,00 21,43

5 1,43 24,29 5 0,00 0,00

5 2,14 18,57 5 0,00 0,00



-5 5,71 5,71
-5 5,71 4,29
6 0,00 20,00
6 0,00 19,29
-6 3,57 3,57
-6 643 6,43
Média 2,02 9,02
Nivel VB CO
15,00 0,00
1 2,14 0,00
-1 4,29 12,14
-1 10,71 12,14
2 571 0,00
2 429 0,00
2 7,14 10,00
-2 6,43 7,14
3 0,00 0,00
3 0,00 0,00
-3 15,71 10,00
-3 15,00 7,14
4 7,14 0,00
4 2,86 0,00
-4 15,71 5,00
-4 17,14 10,71
5 143 0,00
5 2,86 0,00
-5 22,86 0,00
-5 22,86 0,00
6 5,00 2,14
6 7,14 2,14
-6 41,43 5,71
-6 45,00 7,14
Média 11,16 3,81

ANIMAL -5

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,64

16,43
12,86
9,29
5,71

0,00
0,00
2,95
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