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RESUMO

As bioceramicas, a base de fosfato de célcio, representam um promissor biomaterial
para ser empregado como substituto 6sseo. A adicdo de outras substancias, como o
plasma rico em plaquetas, intensifica os efeitos regenerativos destas bioceramicas
devido ao seu conteudo rico em moléculas ativadoras ligadas a formacéo de tecido
0sseo. O objetivo do estudo foi de avaliar, morfologicamente, a regeneracdo éssea
em defeitos de tamanho critico na calvaria de ratos, apos enxerto com BCP puro e
BCP enriquecido com plasma rico em plaguetas (PRP). Para o estudo in vivo, foram
utilizados ossos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), na sua forma natural,
preparados por calcinacdo. Os ossos foram enxertados em defeitos de tamanho
critico na calvaria de ratos Wistar. Apos 15 dias os animais foram eutanasiados, e as
amostras coletadas para estudo histolégico da regeneracdo 0ssea, e radiografadas
em Raios X e microtomografia 3D por raio-X (Micro-CT), para analise de crescimento
0sseo. Em ambos os grupos, o estudo histoldgico e a analise de imagem mostraram
gue houve crescimento 0sseo principalmente a partir das bordas do defeito, mas em
menor quantidade préximos e no interior dos biomateriais. Também foram
observadas nucleacdes isoladas, no interior do tecido conjuntivo. Concluiu-se que
ndo houve diferenca evidente no crescimento 6sseo entre os grupos BCP e BCP-
PR.

INTRODUCAO

As bioceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP) obtidas de ossos de peixe
guando empregadas como implantes ou enxertos 6sseos sao biocompativeis,
bioativas, osteocondutoras sendo ainda capazes de osteointegrar-se ao tecido vivo
(Kiyochi et al.,, 2020). Os BCPs podem ser enriquecidas com outras substancias
para potencializar seu efeito reparador, como a Proteina Morfogenética Ossea
(BMP), fatores de crescimento e outras substancias bioativas (Santos et al., 2005).
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O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) € um concentrado de plaguetas que contém
mais de 300 moléculas biologicamente ativas que podem influenciar o processo de
regeneracao tecidual (Rodriguez et al., 2014). A utilizacdo do PRP no processo de
regeneracdo Ossea € baseada no principio que os fatores de crescimento
plaguetarios atuam diretamente, no aumento da proliferacdo de pré-osteoblastos, e
indiretamente, por promover maior angiogénese. Ensaios clinicos, pesquisas com
animais e com cultura de células avaliaram a eficacia do PRP, associado a enxertos
0sseos, como potencializador do reparo tecidual, indicando beneficios desse
concentrado de fatores de crescimento (Andrade et al., 2007). O objetivo deste
estudo foi avaliar, morfologicamente, a regeneracao 0ssea em defeitos de tamanho
critico na calvaria de ratos, ap6s enxerto com BCP enriquecidos com plasma rico em
plaquetas (PRP).

MATERIAIS E METODOS

Protocolo de aprovacdo no CEUA/UEM: 6263280422. Foram utilizados ratos Wistar
machos, com peso entre 300 e 400g, provenientes do BIT/UEM. Sob analgesia
preemptiva, via IP, com fentanila (0,06 mg/kg) e anestesia via IM com uma
associacgao de xilazina (8 mg/kg), cetamina (80 mg/kg) e acepromazina (1 mg/kg), foi
realizada epilacdo manual da regido da cabeca, seguida de antissepsia com iodo
topico, e incisdo na pele da base de uma orelha a outra, transcorrendo
transversalmente a calota craniana, com aprofundamento até o peridsteo para a
obtencdo de um defeito 6sseo de tamanho critico de 8mm de didmetro na calvaria
dos ratos (Figura 1A). Nos defeitos foram realizados enxertos com (1) BCP-controle
e (2) BCP-PRP (n=8/grupo) na forma granulada (Figura 1B). O peridsteo foi
reposicionado, e juntamente com a pele, suturado com fio de sutura 5-0. Apds o
procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
Biotério sob condicbes normais de temperatura e agua e alimentacdo ad libitum.
Apés 15 dias, os animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico e as
calotas, contendo o enxerto, foram removidas e fixadas em paraformaldeido 4%, por
48 hs. A seguir, foram encaminhadas para a obtenc&o de imagens por aparelho de
Raio-X (Dabi-atlante ®) e por microtomografia 3D por raio-X (Micro-CT).
Posteriormente foram descalcificadas e processadas para inclusdo em parafina e
coloracdo em H&E. Os cortes foram observados em microscopio Nikon Eclipse ®. O
PRP foi obtido no momento do experimento, a partir de animais da mesma espécie
de acordo com (Wilson, 2006).
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Figura 1 - (A)Fotografia ilustrando um defeito de tamanho critico de 8mm de didametro. Em (B) o
defeito foi preenchido com BCP na forma natural, dos 0ssos de peixe calcinados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 2 - Fotomicrografia de defeitos de tamanho critico na calvaria de ratos, preenchidos com BCP
(A e C) e BCP-PRP (B e D). Em todos os defeitos, os espacos foram preenchidos por tecido
conjuntivo (tc) frouxo, vascularizado. O crescimento de 0sso novo (on), em ambos 0S grupos ocorreu
principalmente a partir das bordas dos defeitos. Em (A) é possivel observar o BCP na sua forma
natural. A seta indica o periosteo. Em (B), numa vista panoradmica (grupo BCP-PRP) observar o
crescimento a partir da margem e a cabeca de seta que indica uma nucleagéo que pode ser
observada em maior aumento em (D). Em (C) é possivel observar o crescimento 6sseo na superficie
do biomaterial enxertado. Em (E) e (F), imagens ilustrativas, obtidas por RX e uCT, respectivamente,
do mesmo animal (imagem especular), cujo defeito foi preenchido com BCP. Os asteriscos
correspondem a areas de crescimento 6sseo, evidentemente mais visiveis por uCT. oa= 0ss0 antigo;
on= 0sso novo; tc= tecido conjuntivo; bcp= fosfato de calcio bifasico. Coloragdo= hematoxilina e
eosina (A a D).

A Figura 2 ilustra e descreve os achados histopatoldgicos representativos dos
grupos estudados. A quantidade de PRP dosado foi em média 1milh&o/uL. Nossos
resultados mostraram que num periodo de 15 dias ndo foi possivel observar
qualitativamente uma maior formacdo Ossea nos defeitos cujo enxerto foi
enriquecido com PRP. Entretanto a literatura afirma que PRP aumenta a expresséo
de genes ligados a formacdo de matriz 6ssea, como: proteina morfogenética 6ssea,
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coladgeno |, osteocalcina e osteopontina e tem sido utilizado amplamente em reparos
a danos Osseos (Andrade et al., 2007). E possivel que a potencializacdo da
osteogénese, provocada pelo PRP, venha a ser observada apés periodos de tempo
maiores do que 15 dias. Por outro lado, ja € de conhecimento, que o BCP
empregado neste estudo, com 36% de B-TCP (comunicacao pessoal) tem potencial
osteoindutor, o que explica o desenvolvimento 6sseo nas nucleacdes e adjacente ao
biomaterial, em ambos os grupos. Também nao foi observado o desenvolvimento
de fibrose em nenhum dos animais. Uma leve resposta inflamatéria aguda foi
identificada apenas na regiao do peridsteo superficial, 0 que poderia ser atribuido ao
procedimento cirargico. As imagens obtidas por yCT revelam com maior acuidade,
em comparacao ao RX convencional, a formacéo 6ssea em varios pontos do defeito,
seja nas bordas, ou sobre o biomaterial. Os resultados indicam que analises da
regeneracdo Ossea ap0s maiores tempos de observacdo sdo necessarios para
elucidar o papel do PRP associado ao BCP, em defeitos de tamanho critico na
calvaria.

CONCLUSOES

Os resultados morfolégicos da regeneracdo 0ssea 15 dias apds o enxerto de BCP
ou BCP-PRP em defeitos de tamanho critico, foram semelhantes.
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