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RESUMO

O objetivo deste trabalho é abordar o uso, na area odontologica, do ptasma rico
em plaquetas (PRP) e dos fatores de crescimento (FC), ambos considerados, na
atualidade, a mais alta biotecnologia. Para realizar tal trabalho, primeiramente,
fizemos uma pesquisa bibliografica e selecionamos alguns estudos considerados
importantes sobre o tema, tanto no Brasil (PONTUAL e MAGINI, 2004,
ANDRIOLQ, 2002), quanto no exterior (ANITUA, 2000; MARX, 2001, dentre
outros). Em seguida, iniciamos a escrita do texto na seguinte ordem: a)
descrevemos 0s componentes sanguineos, pois € a partir do sangue que obtemos
o PRP; b) elencamos os principais FC — VEGF, FGF, TGF-3, BMP, PDGF, EGF,
IGF, CGF, dentre outros; ¢) relacionamos 0s principais estudos com FC em
animais, in vifro e em humanos; d) descrevemos os métodos e protocolos de
obtengéo do PRP; e) mostramos as aplicagtes clinicas do PRP; ) explicamos as
caracteristicas e fungbes dos carreadores € a engenharia tecidual; g) discutimos o
PRP e os FC. Finalmente, constatamos que, embora esteja evidente os beneficios
do PRP, sobretudo por ser um método natural, ainda ha a necessidade de muitas
pesquisas, uma vez que ha diversos questionamentos sobre seu uso, conforme

destacamos nas consideragdes finais.



ABSTRACT

The aim of this study is to approach the use of platelet-rich plasma (PRP) and
growth factors (FC), both considered, nowadays, the highest biotecnology in
odontological clinic. In order to accomplish such objective, we first reviewed the
literature and selected some important studies about the subject, both national
(PONTUAL e MAGINI, 2004; ANDRIOLO, 2002} and international (ANITUA, 2000,
MARX, 2001). Second, we started writting the text in the following order: a) we
described blood components since blood is the most important liquid of the human
body and contains plasma; b} we comented the main FC - VEGF, FGF, TGF-B,
BMP, PDGF, EGF, IGF, CGF, etc; ¢) we reported some studies with FC in animals,
in vitro and in humans; d) we described methods and PRP protocols; e} we
demonstrated clinic aplications of PRP; f} we explained blood components and
their role, delivery systems and tissue engeneering; g) we discussed PRP and FC
use. Finally, we noticed that, although the benefits of PRP are evident, mainly
because is a natural method, there is still the need for many researches, once

there are many questions on its use, as we described in the final remarkes.



introdugao

O interesse pelo tema abordado neste trabalho surgiu a partir de nosso
envolvimento no curso de especializagdo em periodontia. Embora trabalhemos por
mais de dez anos na area odontoldgica, o conhecimento adquirido durante o curso
despertou-nos para o enorme interesse dado as diversas maneiras de
possibilidades de reparo dos defeitos periodontais, tais como: a) terapia
convencional - raspagem e alisamento radicular, b} regeneragao tecidual guiada -
membranas, ¢} matérias de preenchimento - (0sso ou substancias bioativas) e, d)
biologia molecular. Dentre essas possibilidades a que mais nos interessa aqui € a
biologia molecular, pois esta inclui os fatores de crescimento (FC) que estao em
voga heste novo século. Prova disso é a vasta gama de pesquisas que vem sendo
desenvolvidas em todas as areas da ciéncia médica com o intuito de acelerar e
aumentar a reparacgio tecidual.

A primeira definicdo de FC tomamos de CHAGAS et al. (2004.149) para
quem os FC sé@o mediadores biolégicos naturais que regulam eventos celulares
cruciais na reparacao tecidual, tais como sintese de DNA e matriz, quimiotaxia e
diferenciagdo celular. Outra definigdo ainda mais completa € a que apresenta
FILHO et al. (2004:52) com base nas pesquisas realizadas por ANITUA (1999},
dentre outras. Para este pesquisadores os FC s3o definidos

como um grupo de polipetideos que estdo envolvidos na proliferagéo e
diferenciagdo celular e morfogénese de tecidos e Orgdos da
embriogénese até a vida adulta. Estes podem agir e atuar ¢omo
agentes mitogénicos, melhorando a proliferagdo de cerfos tipos de

células, ou serem morfogénicos, alterando, assim o fen6lipo celular.
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Assim, eles atuam como reguladores e desreguladores das atividades

celular, das enzimas, dos fatores angiogénicos e antigiogénicos indutores de

expressdo genética, entre outras atividades. Eles também aumentam, de forma

rapida, o numero de céluias tronco e a promogao de sua atividade durante a

agressac aos tecidos.

H
2)
3)
4)
9)
6)
7
8)

9)

Os principais FC séo:

VEGF - FC do endotélio vascular,

HIF - fator indutor da hipoxia';

FGF — FC fibroblastico;

TGF-B - FC de transformagéo B (1 a 5 e BMP);

Angiopoetinas — Ang1 e Ang2 sdo conhecidas?;

PDGF — FC derivados da plaqueta (PDGF, TGFp1 e B2 e outros),
EGF - FC epidermal;

IGF — FC similiar a insulina (IGF1 e 1GF2);,

CGF - FC do cemento, semelhante ao IGF1.

Quando ha uma injuria_periodontal, séo liberados os seguinies mediadores

biolégicos naturais:

a)

do osso: PDGF, TGF-B, EGF I e ||, BMP,

b) das plaquetas: PDGF, TGF-3, EGF, PD-ECGF;

c) do plasma: IGF I-II;

d) dos macrofagos: PDGF, TGFa, TGFB;

' £ uma proteina indutora da colonizagio de mendcitos. Melhora a eficécia na produgfio de VEGF (Santos ¢
Santos, 2004:32).

2 Q4o FC recentemente descritos. Eles apresentam-se sob guatro formas, porém somenie as formas Angl e
Ang? sic conhecidas (Santos e Santos, 2004:33),
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e) do cemento: PDGF, CGF, TGF-B, EGF l e |l
Por outro lado, se ocorre uma injuria tecidual®, sdo liberados os seguintes
mediadores biologicos:
a} das plaquetas: PDGF, TGF-p3, EGF, PD-EGGF;
b) do plasma: IGF -1 e ll;
¢) dos macrofagos: PDGF, TGF-a, TGF-B.
Uma fonte rica em FC que tem sido objeto de grande interesse para as
pesquisas atuais é o plasma rico em plaquetas (PRP). Como o préprio nome
explica, € um concentrado autdlogo de plaquetas que possui um grande

reservatério de FC como ja descrevemos acima.

3 Essa descrigio dos FC - injiria periodontal e tecidual — foi fornecida por Patricia Furtado Gongalves em
comunicagio pessoal na Faculdade de Odontologia de Piracicaba sobre FC — 24/05/2004.
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O objetivo desta segao € comentar sobre os fatores de crescimento,
sobretudo o PRP, nossa énfase neste trabalho. Porém, cremos ser pertinente
explicar, primeiro, sobre o sangue e seus componentes, pois este importante

liguido do corpo humano & que fornece o componente fundamental: o plasma.

1 - O Sangue

Tomal, este & o meu sangue
que ¢é derramado por vos.
Tomai em memdéria de mim,

Esta metafora biblica &€, sem dlvida, bastante conhecida pelos cristdos e
evidencia, de forma ainda mais clara, a enorme importancia de um dos principais
componentes do corpo humano: o sangue. E por meio deste que nutrientes tais
cOmMo sais minerais, proteinas, etc sao levados para os tecidos do nosso corpo.
Séo os nutrientes deste tipo que nos fornece energia para as diversas atividades
que exercemos em nossas vidas diarias.

Para explicarmos sobre este liquido vital para o ser humano, tomaremos,
primeiramente, a pesquisa de SANTOS e SANTOS (2004), dentre outras. Para
estes pesquisadores o sangue € um tecido biologico que a qualquer momento
pode tarnar-se gel e a seguir sélido. Apesar de parecer simplificar a transformagao
do sangue em gel com a expressao a qualguer momento, veremos, mais adiante,
que, para a obtencéo do plasma, € necessario um processo de centrifugacéo. Pelo
fato de se apresentar na forma liquida, o sangue nao possui uma forma definida.
Quanto a sua constituicdo, ha uma fase liquida (o plasma) e uma sdlida composta
por trés séries celulares, a saber:

1. Eritrocitos ou gldbuios vermelhos;
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2. Leucdcitos ou globulos brancos;

3. Plaquetas ou trombécitos.

Todas as células do sangue periférico (fase sélida) navegam no plasma e
migram para os tecidos para exercer suas fun¢des. Elas sdo produzidas em todos

08 08508, ou seja, na medula éssea vermelha.

1.1 - Micro-ambiente medular ou estroma medular

Ele € formado basicamente formado pelos seguintes elementos:
1.1.1 - Unidades Celulares

Sao células-tronco ou stem cell que séo mitoticamente pluripotentes e
geram células de linhagens distintas. Na primeira diferenciagdo aparecem as
Unidades Formadoras de coldnias que t&ém receptores especificos para os fatores
de crescimento/diferenciagdo e, dependendo do tipo de fator
estimulador/diferenciador, dardo origem as diferentes linhagens celulares

sanglineas, a saber:

1.1.2 - Matriz extracelular

Ela abriga varias substancias, geraimente macromoléculas, produzidas por
células estromais que promovem duas fungdes fundamentais:

» permitir que as moléculas de adesdc ou receptores de membrana das
células tronco provenientes da circulagéo periférica se fixem no estroma medular;

« promover a atuacao e contato dos fatores de crescimento/diferenciagao

hemaopoiéticos sobre os receptores de membrana.
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A mafriz extracelular possui as seguintes moléculas de adesao:
1. Fibronectina;

2. Colageno;

3. Hemonectina;

4. Acido hialurénico;

3. Lamenina;

6. Glicosaminoglicanas.

1.2 - Plaquetas ou trombdcitos

Segundo LENHARO et al. (2004), as plaquetas sdo o resultado da
fragmentacao do citoplasma do megacariécito (célula produzida na medula ossea
a partir da célula-tronco parenquimatosa). O amadurecimento do megacarioblasto
origina 0 megacariocito (100 um de didmetro). O citoplasma megacariocito
amadurece e fragmenta. Cada fragmento corresponde a uma plagueta. O

megacariocito pode dar origem a até mil plaquetas (2 a 4 um de didmetro e

espessura menor que 1 um), com vida média de cerca de 10 dias.

As plaquetas obtém energia do glicogénio abundante em seu citoplasma.
Elas s&o anucleadas e tém citoplasma complexo cujas organelas sao
indispensaveis as suas fungdes. Estas organelas estdo ligadas aos mecanismos
de atividade trombodinamica da coagulagao, a saber:

- emissao de pseuddpodes;

- adesividade interplaquetéria;

- retragdo plaquetaria,

16



- coagulo.

A plagueta exibe ainda dois tipos de granulos: o e p. Os granulos o sio
responsaveis pela produgéo e liberagdo de PDGF. Estes granulos contém o fator
plaquetario 1V que participa dos fendmenos de coagulagio do sangue e contém

ainda J tromboglobulina, fiminogénio e fatores de crescimento.

1.2.1 - Concentragao plaquetaria no sangue

Ma uma concentragéo, em média, de 150.000 a 300.000 plaguetas por
cm® de sangue. Quando esta concentragéo for superior a 350.000/cm?® ocorrera
uma alteragdo denominada trombocitose, podendo ter a incidéncia de trombos no
exterior dos vasos. Por outro lado, quando o nivel de concentra¢do for inferior a
150.000/cm?® produzira trombocitopenia, ocorrendo assim hemorragias. No que se
refere as plaquetas envelhecidas, lesadas ou nao-funcionantes € interessante
observar que estas sédo removidas da circulagao pelo baco, uma vez que perdem
a fungao de ser os componentes basicos iniciais no processo de hemostasia, ou

seja, a coagulagdo do sangue.

1.2.2 - Atividade Plaquetaria

Em condigdes normais o endotélio apresenta cargas elétricas negativas
similares as das plaquetas, o que pode gerar um processo de repuisdo entre
essas duas estruturas. Quando esse equilibrio entre o endotélio e as plaquetas
cessa, por exemplo, pelo rompimento do vaso sangiiineo, ocorrera a precipitacao

das plaquetas a fim de interromper a perda de sangue.
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As plaquetas possuem capacidade de: adesao, ativacdo e agregacéo.

¢ Adesdo — aderéncia no subendotélio vascular;

» Ativacéo — alteracéo da forma discoide para esférica com pseudopodes,
0 que possibilita maior contato entre elas;

» Agregacdo — resultado do acumuio das plaguetas formando grumos e
dando origem ao futuro coagulo.

As condigbes acima explicitadas fambém produzirdo a degranulagio, ou
seja, a liberagdo do conteudo dos granulos o (Fatores de crescimento). A seguir
outras plaquetas reanem-se as primeiras € formam um emaranhado que também
aprisiona hemacias e leucocitos. E o primeiro elemento da hemostasia do
organismo.

Segundo SLATER et al. (1995), durante o processo de granulagdo muitas
proteinas sao liberadas e dentre elas os fatores de crescimento, sendo destes os
mais conhecidos: PDGF, VEGF, FGF, TGFB, EGF, IGF ¢ BMP. Ja para o
pesquisador ANITUA et al. (2000), caso as plaquetas sejam empregadas como
fontes exdgenas de fatores de crescimento, passara a existir um refor¢o das
concentragdes ja existentes, formando um estimulo adicional para as atividades

celulares, potencializando o reparo local.

2-Sobre os FC
Como ja elencamos os principais FC na introdugdo, apresentaremos, neste
momento, uma cronologia das principais pesquisas realizadas a respeito dos FC

para, em seguida, descrevermos e explicarmos cada FC separadamente. A

18



cronologia descrita abaixo foi tomada de LENHARO e MENDONGCA (2004).

Vejamos os principais pesquisadores:

1)
2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

LYNCH e colab. (1988): PDGF + IGF-I na regeneracéo periodontal de cées;
KNIGHTON (1930): plaguetas autélogas na cura de ulceras cronicas;
LYNCH et al. (1891): PDGF-b + IGF-| em torno de implantes com caes;
BECKER et al. (1992): membrana ePTFE + PDGF-bb/IGF-I em implantes
com caes. 1- altas taxas de densidade 6ssea; 2 — dobro de crescimento
0sseo.

GANIO et al. (1993): cura de Ulceras cronicas com solugao de Procuren;
RUTHERFORD et al. (1993): PDGF + dexametasona na regeneragao
periodontal em macacos,

GIANNOBILE et al. (1994). confirmaram in vivo o0s resultados de
RUTHERFORD;

TAYAPONGSAK et al. (1994): adesivo de fibrina + osso medular;

SMITH, SUMMER, HOWELL et al. (1995 a 1997): PDGF, TGF-bs e IGF-s;

10) WHITMAN et al. (1997): gel de plaquetas;

11) LIND (1998): implantes + varios FC na melhora da cicatrizagao 6ssea,

12) MARX et al. (1998): enxertos 0sseos autbgenos resulta em regeneragao

duas vezes mais rapida e densidade 6ssea maior enxertos autologos;

13) MARX e ANITUA (1999): técnica ambulatorial de extra¢éo do PRP;

14) MARX e GARG (2000). PRP estimula a consclidagéo e mineralizagao do

enxerto na metade do tempo com 15 a 30% de ganho na densidade Ossea.
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2.1 - Principais FC
2.1.1 - VEGF - Fator de crescimento do endotélio vascular
Ele & produzido sobre trés formas, a saber:
a) VEGF 165 - grande poder vanulogénico e ja estd sendo experimentado
clinicamente em doencgas isquémicas (ISWER, J. M. 1996, apud PONTUAL e
MAGINI, 2004);
b) VEGF- A 189 - ligado a heparina:
¢) VEGF- A 206 - ligado a heparina.
Quanto as suas fungdes, podemos destacar:
1) proliferagéo e migragéo das células endoteliais;
2) adaptacdo das integrinas aos receptores de VEGF;
3) promogdo da diapedese através das células endoteliais;
4) produgéo de proteinas degradadoras da matriz extracelular;

5) facilitagao dos processos migratorios.

2.1.2 — FGF - Fator de crescimento fibroblastico

Seu peso molecular é entre 16 e 18 KDA. Séo identificados dezenove tipos
de FGF, no entanto, sé o FGF acido (aFGF) e FGF basico {bFGF) sdo mais
abundantes ¢ estudados. Eles circulam ligados a heparina e sdo abundantemente
liberados durante a injuria tecidual das cirurgias e traumatismos. Sdo conhecidos
quafro receptores para o FGF: FGF-R 1,2,3,4 (PARTANEN, J. et al.1992). Dentre

as suas fungdes destacam-se:
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1) potente fator mitogénico para endotélio, condrécitos, fibroblastos e masculo liso
(ISWER, J. M.1996),

2) atua sobre a hematopoiese;

3) potente agente quimiotaxiador;

4) Ambas as formas de FGF estimulam a sintese de DNA e replicacao de células
in vitro, mas eles diminuem a atividade de fosfatase alcalina e ndo tém nenhum
efeito estimulador direto em osteoblastos maduros. Ambos sfo estimulantes
potentes de angiogénese, o que & importante para a invasao vascular do enxerto
(LYNCH: 1991).

Os estudos de SCHLIEPHAKE et al. (1995) com FGF foram feitos em 4
minipigs da seguinte maneira: 0sso bovino poroso colocado subperiostalmente em
ambos os lados da mandibula. Em um lado associado a FGF. Verificou-se que
ambos os lados foram preenchidos com 0ss0.

Em 2002, TAKAYAMA et al. realizou pesquisas com FGF-2 no epitélio
gengival e o seu efeito nas respostas proliferativas pelas células da gengiva
epitelial (GE). Para tal estudo, foram isocladas GE humanas do epitélic gengival
saudavel e, 0 mMRNA do FGF-2 e os receptores de FGF (FGFRs) foram
examinados transcricdo reversa em reagao de cadeia de polimerase (RT-PCR). A
distribuicdo do FGF-2 nos tecidos gengivais foi detectada pela andlise imuno-
histoldgica usando o anticorpo monoclonal para o FGF-2 humano recombinante o
qual foi recentemente designado como BF-2. Apds, as respostas proliferativas das
GE para o FGF-2 foram investigadas por método de mesuragdo. Os resultados
mostraram que o uso de RT-PCR revelou que as células GE expressaram FGFR-

1, FGFR-2, FGFR-3 e FGFR-4 mRNA. Em seguida, analises in vitro revelaram
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que FGF-2 aumentam as respostas proliferativas das células humanas GE. Além
disso, o FGF-2 & ancorado nos espagos intercelulares do gengival por meio do
heparansulfato e pode regular o crescimento e citodiferenciacdo das células GE

atraves dos receptores especificos da célula-tipo.

21.3-TGFp

Os fatores de crescimento de transformacgéio g sdo uma super familia de
mediadores locais que regulam a proliferagéo e as fungbes da maioria das células
dos veriebrados. Os membros dessa familia (TGFB1 a B5) s@o proteinas com
estruturas e fungdes semelhantes. Qutras proteinas sinalizadoras extracelulares
podem mostrar semelhanga estruiural com os TGFB5, tais como as ativinas e
proteinas morfogenéticas dos ossos (MERAW et al, LEE, ROSEN, SPORN,
TIPTON, apud BEZERRA, 2002).

As proteinas dessa familia ativam a serina-tironina, proteinoquinases e
receptores referidos como tipo | e Il (HARALSON, HOLLINGUER, apud
BEZERRA, 2002). As TGFB5 mais comuns no PRP sdo as TGFB1 e TGFB2. Elas
sao fatores de crescimento e estdo ligadas a cicatrizagcédo do tecido conjuntivo e
regeneragdo do tecido osseo (MARX). A estrutura § 1 é encontrada com
abundancia nas plaguetas, nos linfocitos € neutréfilos, o tipo B2 nos exiratos
osseos, plaquetas e neutréfilos (ANITUA). Além desses tipos, observa-se ainda
um tipo B3 que & um heterodimer formado por uma cadeia de TGFp1 e p2.

Dentre as fungdes do TGF, destacam-se, como as mais importantes a

quimiotaxia e a mitogénese dos osteoblasios precursores, estimulando a formagao
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ossea. Prova disso € o fato de TGFp1 atingir o seu potencial quimiotatico maximo
a partir de 0,1ng/ml, enquanto outros FC s¢ atingem o pico maximo apés -
100ng/ml. Ainda assim, sua capacidade de estimular a quimiotaxia e a deposigédo
da matriz éssea tem sido ratificada (BONEWALD e MUNDY, SPORN, apud

BEZERRA, 2002).

2.1.4 - BMPS

As proteinas 6sseas morfogenéticas sao uma glicoproteina de baixa massa
molecular cuja estrutura primaria & de 40 a 50 % similar ao FC de transformacao 3
(TGF-B). Sugere-se que as BMPS sao membros da superfamilia dos TGFB (WOZ
NEY, 1994), identificadas por URIST (1972). Os TGFf3s séo encontrados na matriz
o0ssea em quantidades superiores as BMPs e séo classificados como citocinas ao
invés de morfogéneses. Sao identificadas mais 15 BMPs ¢ / capacidade de induzir
a formagdo ossea ectbpica, diferentes das TGFp. O trabalho de Marshal Urist em
(1965) mostrou a capacidade ostecindutora da matriz organica de osso
desmineralizado e liofilizado de coelho ao implanta-la no musculo e observar a
formagao de osso nesta regido — neoformacgao 6ssea ectopica. As BMPs induzem
a diferenciagdo de células-tronco e células mesenquimais indiferenciadas em
células osteogénicas formadoras de osso. Essas proieinas sdo moléculas
diméricas com as duas cadeias polipeptidicas mantidas € unidas através de uma
simples ligagdo dissulfeto (AKAMATSU T. e MATSUDA, 1999, apud GRANJEIRO,
2004). Existem varios tipos de BMPs, até agora foram encontrados vinte e dois

tipos.
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A BMP1 nédo ¢ incluida por se tratar de uma enzima, a proteinase,
procolageno envolvido no processamento proteolitico do colageno maduro. N&o &
capaz de induzir formagao ossea, além de causar efeito sinérgico se associada
com outras BMPs. Quanto as BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6 e BMP-7 (OP-1:
proteina osteogénica) sdo as gque possuem capacidade osteoindutora e fazem
parte da superfamilia das TGF-B (URIST et al. 1985, apud GRANJEIRO, 2004). A
BMP-7 foi clonada na década de 1990 e estimula a proliferacéo celular, sintese de
colageno e diferenciagéo de osteoblastos.

Ja a BMP3, conhecida como osteogenina, tem efeito inibidor da
osteogénese. Por ser a mais abundante das BMPs no osso desmineralizado com
uma abundancia em torno de (65%), provavelmente, a BMP3 desempenha papel
essencial como moduladora da atividade osteogénica de BMPs in vivo, |sso impde
a necessidade de determinar o contetudo de BMP3 quando BMPs exdgenas séo
utilizadas para acelerar a reparagdo 6ssea. O potencial osteogénico de BMPs sera
aumentado pela inibi¢do da ativacdo de antagonistas. Por outro lade, a BMP3
podera ser ufilizada na terapia de patologias caracterizadas pela
hipermineralizagao éssea, conforme explica GRANJEIRO et al., 2004. Finalmente,
a BMP-8 (OP-2 Proteina Osteogénica 2) € encontrada durante a embriogénese.

De acordo com REDDI, (1996) as BMPs sdo moléculas pleiotrépicas que
s&o envolvidas na quimiotaxia, mitose e diferenciagao de células mesenquimais no
tecido dsseo. Depois da quimiotaxia de mondécitos e células mesenquimais a
diferenciacdo celular acontece. As células mesenquimais proliferam e se

diferenciam em condrécitos que, em seguida, hipertrofiam-se. Eles sofrem morte
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celular e sao entao substituidos por osso. O ambiente criado com a presenca das
BMPs determina o tipo de tecido produzido. Em um local heterotépico, o BMP-3 ou
BM-7 produzem cartilagem. No periodonto, eles produzem cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar. Em areas craniofaciais eles produzem o osso
intramembranoso.

As células-alvo para BMP atuar sao:

- células mesenquimais: diferenciagdo em osteoblastos;

- osteoblastos: rapida diferenciagéo,

- condroblastos: induzem diferenciagao via endocondral;

- mioblastos: inibe a miogénese e diferenciacao,;

- fibroblastos: induz a atividade da fosfatase alcalina;

- neuronais: apresentam receptores para BMPs.

2.1.4.1 - Resposta imune a BMP

Néo sdo completamente conhecidos ou bem definidos a resposta imune
frente as BMPs. Parece que a aplicagdo de BMP e proteinas nao colagénicas
alogénicas promove uma resposta imune moderada a qual sera maior guando
com a BMP xenogénica. Estudos demonstraram que nao houve producac de anti
rh BMP apés a implantag&o em defeitos de mandibula em caes (TORIUMID, M. et
al. 1991). No entanto, ha necessidade de mais estudos para melhor entender

sobre a resposta imune a BMP.
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2.1.4.2 — BMP Purificada x Recombinante

As BMPs podem ser purificadas a partir de ossos de diferentes animais,
uma vez que demonstram extensa homologia estrutural e funcional. A purifica¢ao
apresenta baixissimo rendimento (1kg de osso—* g de BMP)*. Atualmente foi
possivel clonar BMPs em grande quantidade (JEPSEN et al. 1997, apud
GRANJEIRO, 2004). Coniudo, a capacidade osteoindutora de BMPs
recombinantes (rh BMP) é menor em relagdo aquelas purificadas.

Em suas pesquisas, BESSHO et al. (1996), apud GRANJEIRO (2004),
verificaram, por meio do conteudo de CA+2, que o aspecto radiografico e a
maturagdo do tecido dsseo ectépico formados no musculo de ratos sao
significativamente maiores, cerca de 10 vezes, quando se utiliza a BMP bovina
purificada (purificada x recombinante). As hipdteses para tal afirmagédo sdo
baseadas nos seguintes fundamentos:

a) diferencas na seqiiéncia de aminoacidos (BESSHO, K.,1996);
b) necessidade de diversas BMPs recombinantes em grande quantidade para que
seja possivel o reparo;

¢) analisar o tipo de carreador utilizado.

* Ver figura abaixo retirada de Granjeire et al. 2004:109.
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Purifica¢io das BMP's
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2.1.4.3 - Aplicagdes Clinicas Odontolégicas da BMP
As especialidades clinicas abaixo demonstram o extenso uso da BMP:
- levantamento do seio maxilar (MARGOLIN et al: 1998 e TERHEYDEN, 1999);
- aumento de crista 6ssea para colocagdo de implantes (BARBOZA, 2000);
- defeitos intra-ossos de trés paredes (em caes) (CHO!, S. H. et al. 2002),
- furca Ilf com uso de rh BMP-7 (GIANOBILLE et al. 1998),
- furca Il - observaram ganho de ligamento periodontal clinicamente apés seis
meses de tratamentio cirdrgico {CAMARGO, 2002);
- capeamento pulpar - induz formacao de barreira mineralizada em polpa, ou seja,
diferenciagao de células da polpa em odontoblastos (NAKASHIMA, 1994).
JEPSEN et al. (1997) verificaram formacg3o de barreira dentinaria maior que o

tratado com Ca (OH)2.



2.1.5 - PDGF

E um dos primeiros FC a ser identificado. Na ferida (liberado dos granulos
a plaquetario) ele guia a revascularizagio, a sintese de colageno e a regeneracao
ossea, conforme nos explicam (MATSUDA et al. 1992). Também atua em grande
numero de células (fibroblastos, células musculares e neurogliais, células dsseas,
etc). Dessa forma, € classificado como de ampla especificidade (CANALIS,
LYNCH, 1989). ANITUA denomina o PDGF como sendo uma glicoproteina com
massa molecular de aproximadamente 30kd e estrutura formada por duas cadeias
basicas de aminoacidos A e B. Essa estrutura dimérica, com dois sitios de ligacao
do receptor, permite a unido com receptores adjacentes para iniciar o processo de
sinalizacao celular. Os receptores alfa ligam-se as cadeias A e B, enquanto que os
receptores P ligam-se somente as cadeias B. Talvez, por isso, a cadeia A tenha
papel mais importante nas fases iniciais da cicatrizagdo. Apresenta trés isoformas:
PDGFAA, PDGFBB, PDGFAB.

O PDGF dispde-se em pequenas quantidades, algo em torno de 0,06 mg de
DDGF/ um milhdo de plaquetas, mas atua como importante mitogénico para a
citodiferenciagéo e cicatrizagéo das feridas (CHAI, GREEN, RUTHERFORD, apud
BEZERRA, 2002). Embora estavel com calor, este FC pode sofrer influéncia da
microbriota local. Segundo MATSUDA (op. cit) em concentragdes de 20 ug/ml de
Porphiromonas gingivalis (Pg) ocorre redugéo da resposta mitogénica das células
do ligamento periodontal. Nos fibroblastos deste ligamento € onde promove o

aumento da proliferagéo e da capacidade de aderéncia dos mesmos (MATSUDA,
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GAMAL, HAASE, apud BEZERRA, 2002). Nos osteoblastos ha o estimulo para a
agao mitogénica e de quimiotaxia (JIANG, LIND, apud BEZERRA, 2002).

Ademais, o PDGF pode estimular a producido de varias moléculas da
matriz extracelular como fibronectina, colageno, colagenase, proteoglicanos e
acido hialurénico. Estes elementos sdo importantes nos estagios posteriores a
cicatrizagao de lesées (BAUER, CLARK, apud BEZERRA, 2002).

Para que o PDGF atue na regeneragdo € necessario:

1} Estar presente no local da lesao;

2) As células na area de regeneragio expressem receptores de PDGF.

2.1.5.1 — Aplicacéo clinica do PDGF

Os estudos de ROBSON et al. (1992) observaram redugdo em tamanho
de ulceras tratadas com PDGF-BB recombinante humano apés 28 dias de
aplicacao. As lesdes tratadas com PDGF mostraram um aumento da granulagéo e
tecidual, rica em fibroblastos e glicosaminoglicanas. Elevou-se também o nivel de
repitelizacdo e neovascularizagdo: assim o PDGF néo altera a seqiéncia normal
do reparo, mas aumenta a eficiéncia do processo. PIAZUELO et al. (2000)
observaram o aumento da proliferagdo de fibroblastos induzido pelo PDGF BB.
Nas pesquisas realizadas por (COHEN, EMBIL) o PDGF BB foi encontrado
aumentando a regeneragdo em pacientes com diminuigdo da capacidade de
regeneragéo, fais como os diabéticos.

Diante disso, podemos concluir que ¢ uso do PDGF na periodontia e
implantodontia pode ser um novo aliado para a regeneragao tecidual. No entanto,

ainda sao necessarios mais estudos para melhor avaliarmos sua eficacia ou
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possiveis riscos, pois como afirma OKUDA et al. (2003), as concentragbes de
PDGF e TGF-B ainda ndo foram especificamente determinadas e os efeitos

biolégicos do PRP nos niveis celular e molecular ainda nédo foram determinados.

21.6 -EGF

Esse FC é encontrado em maior abundancia nas glandulas salivares e na
urina. Também tem sido isolado no cérebro, na medula espinhal e no liquido
amniético. Suas fungdes sédo: estimulagio da sintese de DNA, crescimento celular
em vdrios tipos de células, incluindo as de origens epitelial, endotelial e
mesodérmica. Ainda estimula a produgao de prostaglandina e reabsorgao Gssea
em culturas de células 6sseas da calvdria de ratos neonatais.

Segundo o estudo de MATSUDA et al. (1992) esse FC gerou resposta
mitogénica moderada em fibroblastos do ligamento periodontal. Ja no estudo de
CHO et al. 1994, esse FC nao mostrou significante potencial mitogénico e
quimiotatico em fibroblastos do ligarmento periodontal.

A pesquisa de CHAO et al., apud SAYGIN et al. {2000), investigou o papel
do EGF na diferenciacdo de cementoblastos. Os pesquisadores demonstraram
que duranie a diferenciagdo dos cementoblastos um nivel muito baixo de ligagéo
do EGF presente nas células mesenquimais do proprio foliculo dental,
precementoblastos e cementoblastos indicaram um efeito limitado do EGF na
diferenciagdoc cementoblastica. Entretanto, preosteoblastos, precondroblastos,
células periféricas do foliculo e fibroblastos maduros do ligamento periodontal

exibiram o EGF de ligacgéo in vivo. Concluiram, entédo, que a interagéo entre EGF e
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EGF de ligagdo ndo estd envolvida diretamente nas atividades do cementoblastos,
mas outros estudos indicaram que o EGF associado a outras células é importante

para o desenvolvimento do dente e do periodonto.

217 -IGFs

E um FC secretado pelos osteoblastos durante a formagao Ossea para
aumentar a osteogénese e acelerar a disposicao ¢ssea (CANALIS, HOCK,
HOWEL, GIANNOBILE, apud BEZERRA, 2002).

Conforme nos explica SOARES et al. (2004), em 1976, RINDERKNECHI! e
HUMBLE, propuseram este nome - IGF — em razédo da similaridade estrutural
dessas substancias com a cadeia insulinica e as suas propriedades biolégicas de
aumento da sintese de DNA, RNA e proteinas e aumento de taxa de crescimento
de fibroblastos in vitro. De acordo com CLEMMONS (1989), apud BEZERRA
(2002), a estrutura do IGF é muito semelhante a da proinsulina, mas com
diferencas funcionais.

Os niveis de insulina, por exemplo, variam bastante devido a ingestao de
carboidratos e estimulam ¢ transporte e os processos metabolicos da glicose,
enquanto o IGF apresenta niveis mais estaveis no sangue, uma vez que circula
ligado as proteinas carreadoras € estimula a replicacéo celular. A insulina e o IGF
tém receptores celulares de superficie estruturalmente distintos.

Existem dois tipos: IGF! e IGFIl. Eles sdo relativamente pequenos, com
massas moleculares de aproximadamente 7,7 para ¢ primeiro e 7,5 para o
segundo, respectivamente (MARX). Tanto IGF-l e IGF-ll estimulam a sintese de

colageno. O primeiro em uma concentragdo de 10nM; ja o segundo em 30nM,
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conforme explicam MCCARTHY et al. (1989), apud FILHO et al. (2004). Além da
acao do IGF-l sobre osteoblastos foram constatados efeitos desse FC sobre os
osteoclastos, havendo reabsor¢do de forma direta e indireta (MOCHIZUKI et al.
(1992), apud FILHO et al. 2004).

Os |GFs sao mitogénicos para as células de linhagem osteoblastica e
estimuladores da osteogénese a partir dos osteoblastos diferenciados ja
existentes, podendo atuar de forma autdcrina ou paracrina (MOCHIZUKI et al.
(1992), apud BEZERRA, 2002. Esta capacidade mitogénica quando avaliada
sobre as celulas do ligamento periodontal € dez vezes menor que a do PDGF, pois
o IGF | s6 atinge o maximo de seu efeito mitogénico em concentragdes maiores
que 10.000 ng/m! (MATSUDA). De acordo com JIANG (1999), apud BEZERRA,
(2002), o IGF tem capacidade de absorgdo dez vezes maior que o PDGFp
mostrando-se importante para anabolismo 6sseo. Diversos estudos sugerem que
IGFs quando combinados com outros FC podem aumentar a osteogénese em
processos cicatriciais (GIANNOBILE).

As pesquisas realizadas — KAAKS et al. (2000); MA J. et al. (1999);
RENEHAN et al. (2000), apud SOARES et al. (2004) — demonstraram que o IGF,
juntamente com o hormdnio de crescimento humano (h GH), exerce papel
fundamental no crescimento das criangas devido as suas fungdes proliferativas e
de sintese. Mas, pelo fato de encontrar-se em altas concentragdes soroldgicas da
infancia até a adolescéncia, alguns estudos, no entanto, demonstram que quando

IGF-1 é encontrado em concentragdes sorolégicas elevadas na idade adulta, isso
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pode fazer com que haja um aumento do risco de ocorréncia de cancer de mama,
de préstata e, principalmente, do cancer colorretal.

No ligamento periodontal o IGF tem as seguintes acbes, a saber: a) agéo
quimiotatica sobre as celulas; b) agdo sobre a mitogénese e, c) sintese de
proteinas in vitro (MATSUDA et al. 1992). Quando associado ao PDGF-BB, o IGF
aumenta ainda mais os efeitos sobre proliferagéo dos fibroblastos do ligamento
periodontal.Ha tambem pesquisas que descrevem a presenca de receptores de
superficie para IGF-l na superficie de células do ligamento periodontal de ratos
(BLOM, S. et al. 1992).

No primeiro estudo sobre a agédo de FCs sobre cementoblastos foram
analisados os efeitos de trés FCs (IGF-I, PDGF-BB e TGF-B) in vitro e in vivo
(reimplante das células apdés o fratamento com os FCs). Os resultados
demonstraram que os FCs influenciaram a proliferagdo e o perfil de expresséo
genética fenotipica do potencial de biomineraiizagao dos cementoblastos

(SAYGIN, N.E. et al. 2000).

2.1.8-CGF

Segundo SAYGIN et al. (2000) o cemento tem uma composi¢ao bioguimica
semelhante ao osso. Em sua composicao organica estdo presentes os FC, tais
como: BMP, PDGF, FGF, TGFh, PTH e IGF-l. Estes FC desempenham um
importante papel na diferenciagéo, migracao, proliferagao e mineralizagao celular.
As moléculas presentes exclusivamente no cemento sdo: a) CGF — FC do
cemento - que & semelhante ao IGF-l e tem como fungao sintese de matriz

organica e atuam como quimiotaticos para cementoblastos; b) CAP — proteina de
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adesao do cemento — que promove a adesdo das células produtoras de matriz
mineralizada. As tabelas’ abaixo mostram algumas importantes moléculas

identificadas no cemento e sua acéo.

Moléculas Atividade bioldgica
IGF-| Proliferagao, diferenciacéo, sintese de matriz
FGF Proliferacdo, diferenciac¢ao, sintese de matriz, angiogénese
PDGF Proliferacao, diferenciacéo, sintese de matriz
TGF-3 Sintese de matriz, angiogénese, quimiotaxia
BMPs Sintese de matriz, diferenciacéo, formac¢ao éssea
EGF Proliferacao, diferenciag¢éo
CGF Proliferagao, diferencia¢ao
Componentes da Atividade biolégica 1
matriz
Colagenos Adesdao celular, diferenciacéo, regula proliferacéo
BSP Adeséo celular, diferenciagéo, mineralizagéo
OPN Adeséao celular, regula diferenciacéo e sobrevivéncia
Fibronectina Adeséo celular, diferenciagéo, regula proliferagao
Osteonectina Regula angiogénese, diferenciacéo e proliferagéo
CAP Adesao celular, diferenciagao

BSP — bone sialoprotein
OPN - osteopontin
CAP = cementum attachment protein

Em 1998, a proteina de adesdo do cemento (CAP) era ainda pouco
conhecida, mas revelava-se mais eficiente para a adesdo de células Osseas
alveolares (ABC) e células do ligamento periodontal (PLC) que os fibroblastos
gengivais (GF). Isso motivou BAR-KANA et al. (1998) a realizar um estudo para
determinar a capacidade das células humanas derivadas do periodonto de ligar e

liberar CAP e também de relacionar essas propriedades com sua capacidade de

° Tabelas elaboradas por GRZESIK ¢ NARAYANAN (2004}
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liberar fosfatase alcalina (AIP) e formar tecido mineralizado (MTF). ABC, PLC e
GF foram testados e, células estromais da medula 6ssea (SBMC) e células
derivadas do cementoma (CC) serviram como controle. Atfravés da
histoquimiometria e imunoquimiometria, foi observada a maior expressao de CAP
na CC, seguida pela PLC e ABC em ordem decrescente, enquanto que SBMC e
GF nao expressaram CAP. SBMC manifestou a maior capacidade de ligagio de
CAP seguida de CC, ABC, PLC e GF. As manifestagbes de MTF e AIP foram
consideraveis em SBMC, seguida pela ABC, PLC e CC. Concluindo, os resultados
gerais indicaram que a secrecdo e adesdo do CAP ndo estdo relacionadas.
Quanto @ manifestagdo do CAP, esta ¢ restrita as células do periodonto com um
potencial de formagéo de tecidos mineralizados.

PITARU et al. (2002) pesquisaram a relacédo entre BMP2 e CAP. O objetivo
do estudo foi avaliar o efeito da BMP2 na manifestagio de CAP e de progenitores
clonados do ligamento periodontal (PL). O efeito da BMP2 na manifestagéo de
CAP na diferenciagéo de progenitores clonados de fibroblastos (Fb) e formagao de
tecido mineralizado (MTF) foi testado pela fosfatase alcalina e pela
imunoquimiometria para determinar a capacidade de ligagdo desses clones no
CAP. Os clones ndo tratados de fibroblastos foram negativos em todos os testes e
revelaram paixa capacidade de ligacao para o CAP. Os clones néo tratados de
MTF foram positivos em todos os testes e revelaram alta capacidade de ligagéo
para 0 CAP. A BMP2 aumentou o potencial de ligacdo do CAP tanto dos clones de
Fb quanto dos MTF; induziu a manifestagéo de CAP nos clones de Fb e aumentou
a manifestagdo de CAP nos clones de MTF. Pela primeira vez, os resultados

indicaram que a BMP2 pode recrutar progenitores para 0os cementoblastos e
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regular a diferenciagac destes pela indugao e aumento da manifestacao de CAP
por meio de um regulador celular de linhagem especifica. Além disso, o0s
resultados sugeriram que as linhagens de MTF e Fb podem originar, mais
rapidamente, de uma célula progenitora comum.

Recentemente, ZHAO et al. (2004} realizaram um estudo para avaliar a
habilidade dos cementoblastos e das células do foliculo dental em promover a
regeneracao periodontal. O método utilizado em 12 ratos foi desnudar a face
vestibular da raiz distal do molar de seu ligamento periodontal, cemento e dentina
superficial através de uma janela 0ssea criada bilateralmente. Os defeitos tratados
foram divididos em trés grupos: a) somente carreador — esponjas de polimeros; b)
carreador mais células foliculares; ¢) carreador mais cementoblastos. No primeiro
caso, apds trés semanas de realizagdo da cirurgia, os defeitos histologicos
indicaram particulas de esponjas de polimeros, tecido fibroso e novo o0sso
disperso e formado na area de defeito. No segundo caso, houve uma aparéncia
similar, mas com uma menor formagéo 6ssea. No terceiro caso, por outro lado,
notaram tecidos mineralizados no lugar da cicatrizacdo com extensao em relagao
a superficie da raiz, no ligamento periodontal e lateralmente além da face
vestibular que envolve o o0sso. Enfim, o estudo piloto demonstrou que os
cementoblastos tém uma consideravel habilidade para induzir a mineralizagéo nas
feridas periodontais quando utlizadas as esponjas de polimeros como
carreadores. Ja as células implantadas no foliculo dental parecem inibir a
cicatrizagdo periodontal. Os resultados confirmaram que o0s comportamentos

seletivos de diferentes células tipos in vivo podem auxiliar o papel dos
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cementoblastos como uma ferramenta para melhor entender a regeneragéo

periodontal € a cementogénese.

2.2 - Associagdo dos FC

Conforme nos explica HAYASHI (2004) a associagao dos FC demonstra

sinergismo quando aplicados em defeitos periodontais. 1sso pode promover

ganhos na regeneragdo periodontal. No primeiro quadro® a seguir podemos

perceber o efeito dos FC nas células do ligamento periodontal; no segundo pode-

se notar o efeito dos FC nas células osteoblasticas.

Efeito nas células do ligamento periodontal

FC Proliferagédo Produgao de Quimiotaxia
mafriz

BMPs 0 ? ?
BFGF +++ ? 4+
EGF + + 0
IGF-I + + ++
PDGF-BB 4+ ++ +4
|\ TGFB ++ ++ +
Legenda:

- inibitério + estimulo leve

0 sem efeito ++ estimulo moderado

? efeito desconhecido

® Quadros elaborados por SAYGIN et al. 2000,

+++ estimulo grande
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Efeito da atividade osteoblastica

FC Proliferagao Prod. de Quimiotaxia | Diferenciagio
matriz

BMPs + ++ ++ +4+
BFGF +++ +/- 0 -
| EGF + 0 0 ?

IGF-I + ++ ++ +
PDGF-BB +++ +/- ++ -

TGFB +4/- ++ ++ +/-

Dois destes fatores de crescimentio, 0 PDGF e IGF, tém sido usados em
associacao de estudos que visam a regeneracdo periodontal, pois apresentam
melhores resultados em termos de aumento de tecido conjuntivo, contetdo e
maturagdo do colageno, espessura e diferenciagdo epitelial normais, além de

auséncia de reagao inflamatéria exorbitante.

2.2.1 — Estudo em animais

Para testar tal hipotese, LYNCH et al. (1989) realizaram um estudo em trés
caes com defeitos periodontais naturais, nos quais, apos a elevagao de um retalho
total e debridamento, cinco pré-molares receberam 75 pm de gel inerte com 1 pm
de PDGF e IGF! (teste). Qutros sete pré-molares receberam 75 um do gel sem os
fatores (controle). Os resultados demonstraram que, no grupo controle, havia
epitetio periodontal longo e, no grupo teste, novo osso e nove cemento.

Em ouira pesquisa, LYNCH et al. (1989) fizeram estudos em treze caes
utilizando o PDGF-B/IGFI em gel metil-celulose (teste} ou apenas o gel (controle}.
Apos duas semanas, a porcentagem de formacéo de novo aparato de insercao

(osso-ligamento periodontal-cemento funcionais) foi de 1,5 % e 30,9 % para os
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grupos controle e teste, respectivamente. Em cinco semanas de 6,9 % e 40,6 %,

respectivamente.

RUTHERFORD et al. (1993) estudaram a aplicagdo do PDGF associado a
dexametasona e matriz colagena no tratamento de lesdes periodontais produzidas
experimentaimente em primatas por meio de histomorfometria. Apds 4 semanas
do debridamento das lesdes e uma Unica aplicagdo da mistura, constatou uma
regeneracédo periodontal e crescimento o6sseo alveolar vertical em areas
interdentais.

KIM et al. (2002) compararam, em caes a eficacia da associacdo PRP mais
0sso desmineralilzado no reparo de defeitos 6sseos criados em implantes ¢sseo-
integrados instalados na crista iliaca. Concluiram que a associacdo promoveu
maior formagéo éssea.

GIANNOBILE et al. (1996) estudaram a utilizagdo de PDGF-BB e IGF-|
separadamente ou em associacdo em defeitos periodontais de macacos. Para o
PDGF- BB todos os parametros foram maiores que no controle, mas apenas a
porcentagem de nova insergdo alcangou diferenga estatisticamente significante
em doze semanas. O IGF-l apresentou apenas mudangas modestas em todos os
parametros. Quanto a associacdo PDGF-BB/IGFI, todos os parametros deste
grupo tiveram aumentos estatisticamente significantes em relagdo ao controle,
ap6s quatro semanas. Em doze semanas, no grupo PDGF-BB + IGF-|, todos 08
parametros avaliados foram superiores em relagéo ao controle.

Entretanto, diferencas estatisticamente significantes entre o grupo teste e
controle ocorreram apenas na porcentagem de nova insercéo (180 %) e na

porcentagem de preenchimento 6sseo (193 %).
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2.2.2 - Estudos in vitro

No que se refere a estudos in vitro, NISHIMURA & TERRANQOVA, em 1996,
apud HAYASHI (2004), avaliaram a resposta quimiotatica sobre fibroblastos do
ligamento pericdontal e tecido conjuntivo apés a aplicagaoc de PDGF IGF e o fator
especifico de crescimenio quimico tatico isolado de células do ligamento
periodontal humano. Os pesquisadores concluiram que todos os fatores s&o
capazes de promover quimiotaxia, mas s6 o fator quimiotatico especifico do
ligamento periodontal foi capaz de fazer migrar as células advindas do ligamento e
nao do tecido conjuntivo.

GIANNOBILE et al. (1997) avaliaram a utilizagdo de IGFI associado a
outros FC (TGF Bl, o bFGF e o PDGF-BB), aplicados em cultura de célutas
osseas bovinas. Os resultados demonstraram gue o PDGF-BB, assim como ¢
IGFI, aumentou a sintese de colageno, sendo IGF-l mais efetivo que PDGF. A
combinagédo entre os dois fatores foi a que mais estimulou a sintese protéica,
entretanto, para os autores, este efeito pode ter sido devido ao aumento do
namero de células, 0 que aumentaria a sintese geral.

STRAYHOR et al. (1999) estudaram a aplicagdo de um extrato bovino
contendo somente BMPs ou em combinagdo com o PDGF ou IGF ou a associagéo
PDGF / IGF, sobre células orieoprogenitoras. Os grupos controle foram um meio
de cultura com soro fetal bovino (FBS 2 % - controle negativo), outro com FBS 2 %
mais acido ascorbico e glicerofosfato (controle veiculo) € um dltimo contendo FBS
10 % mais acido ascorbico e glicorofosfato (controle positivo). As doses testadas
para o PDGF, IGF| e extrato bovino foram de 1,0 ou 20ng/mi cada. Quando

comparado ao controle negativo, ¢ PDGF aumentou o numero de células em
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doses de 10 e 20 ng/ml. O IGF-I ndo apresentou diferengas significantes ¢ o
extrato bovino em doses de 10 ¢ 20ng/ml diminuiu ¢ nGimero de células. O PDGF
bloqueou a expresséo génica do IGF, mas néo a do extrato bovino.

PFEILSCHIFTER, J. et al. (1990} concluiram que a oposigdo de matriz
ossea foi maior quando combinaram trés fatores de crescimento simultaneamente
ao meio de cultura (IGF-I, PDGF, IGF-B), sugerindo que estes fatores podem
potencializar um ao outro quanto ao estimulo e a formagao 6ssea.

SANT'ANA, (2001) concluiu que a associagdo dos FCs obteve melhores
resultados quanio & adesfo dos fibroblastos do ligamento periodontal as
superficies radiculares in vitro, enquanto o TGF-81, seguido pela combinagao dos
trés FCs (PDGF-BB, IGF-I e TGF-B1), apresentou melhores indices de

proliferacac dos fibroblastos em cultura apos cinco dias.

2.2.3 - Estudos em humanos

Quanto aos estudos em humanos HOWELL. et al. (1997) realizaram estudo
em trinta e oito pacientes com defeitos 6sseos bilaterais (furca Il ou angular) e
testaram a seguranga do uso de FC recombinantes humanos (rh). Os grupos
foram divididos da seguinte forma:

Grupo Teste 1; rh PDGF-B e rh IGF-I 50 pg/mi + gel de metilcelulose;

Grupo Teste 2: th PDGF- B e rh IGFI 150 p/ml + gel de metilcelulose;

Controle 1: gel de metilcelulose;

Controle 2: cirurgia periodontal convencional (RAR).
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Os resultados, apds seis meses, demonsiraram que ndo ocorreram
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos tratados com a menor
dose dos fatores de crescimento € os grupos controle. Porém, ap6s nove meses,
encontrou-se diferenga estatisticamente significante entre o grupo teste e o

controle nos seguintes aspectos:

1} Aliura ¢ssea: ganho de 0,75mm para grupo de controle e 2,08mm para o grupo
teste;

2) Preenchimento 6sseo: 18,5 % para grupo controle e 42,3 % para grupo teste;

3) Tecidos moles: Ambos apresentaram ganho de nivel clinico de insergéo, porém
sem diferengas estatisticamente significantes entre si;

4) Avaliacao da salde do paciente: ndo foram detectados anticorpos para os FC e

sem aiteragdo local ou sistémica.

Ainda sobre o sinergismo entre as duas substancias (PDGF/IGF) ainda néao
esta totalmente esclarecido. Segundo os estudos in vitro, aparentemente, 0 PDGF
estaria mais relacionado ac estimulo da proliferacac € o IGF ao aumento da
sintese de matriz (GIANNOBILE et al. 1997 e STRAYHORN et al. 1899). Também
seriam importantes o efeito quimiotatico de ambos em relagéo aos fibroblastos
(NISHIMURA e TERRANOVA, 1996, apud HAYASHI, 2004) e o aumento da
adesdo de fibroblastos a raiz (GAMAL et al. 1998). Agindo sobre o
cementoblastos, o PDGF parece estimular a proliferagéo, enguanto que o IGF teve

efeitos positivos sobre a formagéo de matriz mineral e mineralizagao sendo que o
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PDGF inibiu tais eventos, conforme demonstraram SOMMERMAN et al. (1999) e

SAYGIN et al. (2000).

No que se refere a utilizacdo da associagdo PDGF/IGF, esta apresenta
potencial para promover regeneracaoc periodontal, porém, em humanos nao esta
claro se estes estudos séo clinicamente significantes. 1sso demonstra que novos
estudos devem ser realizados sobre esta associagio para gque possamos ter
conclusdes mais consistentes a seu respeito.

O recente estudo de OKUDA et al. (2003) demonstrou que o PRP possui
uma boa concentracido de PDGF e TGF-f. Para tal estudo obtiveram PRP de vinte
sujeitos saudaveis. Isolado o plasma, por meio de centrifugagao, este foi avaliado
nos niveis de PDGF-AB e TGF-B1. Os efeitos biologicos do PRP foram avaliados
nas células osteoblasticas, epiteliais, fibroblasticas e do ligamento periodontal. Os
resultados mostraram que a concentragao de piaquetas foi de 70.9 x 10* células
por pl; os niveis de PDGF-AB e TGF-B1 foram de 182.0 ng/ml (440.6%) e 140.9
ng/ml (346.6%). Quanto ao PRP, este estimulou a sintese osteoblastica do DNA e
a divisdo celular. Constataram, ainda, um estimulo da sintese do DNA nos
fibroblastos gengivais e nas células do ligamento periodontal. Finaimente, os
dados demonstraram que tanto o PDGF-AB quanto o TGF-31 foram altamente

concentrados nas preparagbes de PRP.
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3 — Plasma rico em plaguetas — PRP

A terminologia usada é a seguinte: plasma autégeno de plaguetas, plasma
enriquecido com plaquetas, plasma rico em fatores de crescimento, concentrado
de plaquetas e gel de plaquetas.

De acordo com RYAN (2001}, apud ANDRIOLO (2002), o sangue humano
de um individuo adulto normal contém, por mm?3, aproximadamente, de 4,1 a 5,1
milhdes de eritrécitos, 4,4 a 11,3 mil leucocitos e de 172 a 450 mil plaquetas. Na
fase liquida, denominada plasma, estdo dissolvidas as proteinas circulantes, os
lipides, sais minerais, proteinas, nutrientes e produtos do metabolismo orgéanico.

O PRP é definido como sendo um liquido formado por agua e proteinas,
tais como: albumina, globulina, fibrinogénio e protrombina (ver a propor¢ao no
quadro abaixo). As duas Ultimas, juntamente com as plagquetas, sao importantes
na coagulacdo. E um produto derivado do processamento laboratorial do sangue
autégeno, coletado no periodo pré-operatorio e rico em FC originarios dos
granulos a-plaguetarios.

No que diz respeito a distribuicdo das proteinas do plasma temos o

seguinte:
Agua 91g %
Proteinas totais 0.7g%
Albumina 4,59 %
Globulinas 2,59 %
Fibrogénio 0,3g %

Quanto as vantagens de utilizagdo do PRP, podemos citar:
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a) acelera o crescimento e a maturagao Ossea;

b) aumenta a estabilizagdo do enxerto ~ barreira mecanica:

¢) promove a adesao tecidual na ferida;

d} promove a cicatrizagdo tecidual da ferida;

e) potencializa a hemostasia;

f) facilidade de obtengdo e fabricagio, pois ndo necessita de banco de
sangue;

g) baixo custo e seguro;

h) baixo grau de desconforto para o paciente;

i} quimioctaxia;

j) estimulagdo da mitogénese;

k) diferenciacdo celular.

I} modelagem do enxerto;

m) presenca de FC.

A respeito das indicagdes do PRP na odontologia, elas abrangem varias
areas, como: implantes dentais, defeitos pericdontais, enxertos dsseos em bloco e
particulados, selamento de perfuracdo da membrana do seio, levantamento do
seio maxilar, laterizacdo do nervo alveolar inferior, comunicagao buco-nasai,
hemostasia de sitios de doadores de enxertos, substituto de enxerios 0sseos,
regeneracdc de alvéolos apds extragdo, regeneracdo apds apicetomia e
regeneragao ao redor de implantes.

Na medicina € um potente agente na cicatrizagéo tecidual, podendo ser

usado na cirurgia cardiaca e plastica, neurocirurgia, feridas crénicas, ortopedia e
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traumatologia. Além dessas areas ha ainda o uso na oftaimologia, urologia, dentre
outras.

Segundo HEATON et al. (1997), apud ANDRIOLO (2002), o sangue a ser
centrifugado, para a obtengdo do plasma, pode ser fracionado em seus
componentes celulares principais. Os eritrocitos se localizam na porgdo mais
inferior do tubo e logo acima se forma uma camada intermediaria onde se
localizam os leucécitos e plaguetas maiores. O tergco superior do plasma é pobre
em elementos celulares, mas na regido imediatamente acima dos leucdcitos,
forma-se uma nuvem onde se concentram as plaquetas integras e muitas das
proteinas plasmaticas.

MARX (1999) fez estudos comparando plaguetometrias realizadas no PRP
com contagens feitas no sangue periférico de 44 pacientes. Os resultados da
pesquisa apontaram uma concentra¢io 3 vezes superiores em média. Quando as
plaguetas foram contabilizadas em esfregacos de sangue, o PRP demonstrou um
aumento de 900% sobre o numero inicial contado no mesmo esfregaco.

Segundo MARX et al. (1999), acreditam que essa acentuada
concentragao plaguetaria seja capaz de ampliar a agao dos fatores de crescimento
liberados dos granulos o das plaquetas. Isso ocorre no momento de fragmentagao
dessas células para que se possa iniciar a atividade das células osseas
indiferenciadas de forma mais compieta do que normalmente ocorreria no enxerto
e na area de coagulagao. O reparo ¢sseo que ja ocorria naturalmente passara,
com o PRP, a ter um acréscimo qualitativo e quantitativo em tempo menor. O

PRP, adicionado ao enxerto, tem apresentado prematura consolidagao e
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mineralizagdo do enxerto na metade do tempo, com 15 a 30 % de ganho efetivo
na necessidade de osso trabecular.

Segundo ROSENBERG e TOROSIAN (2000 apud ANDRIOLQ, 2002), a
concentracao de plaquetas pode chegar até 338 % que a encontrada no sangue
total. Esie material regenerado, rico em proteinas, pode ser combinado com um
material de enxerto 6sseo apropriado e, assim, possibilita a formacéo éssea dtima
no sitio de enxerto.

Para LYNCH et al (1989), os fatores de crescimento promovem um rapido
aumento de nimero de células indiferenciadas no sitio cicatricial durante o tempo
de reparo ou regeneragao, pois a propor¢éo de células mesenquimais para células
estruturais da medula é de aproximadamente:

1: 100.000 no adolescente;

1: 250.000 na idade de 35 anos;

1. 400.000 na idade de 80 anos.

Assim sendo, a vantagem na aplicagéo clinica do PRP é a aceleragéo do
reparo 6sseo pelo aumento da quantidade de todos os fatores de crescimento
presentes nas plaquetas humanas (ver quadro a seguir)’. De acordo com MARX
(2004) o ideal é a obtencéo de pelo menos 4 vezes a concentragdo basal de

plaguetas, ou seja, em torno de 1.000.000 de plaquetas.

7 Retirado de um panfleto informativo sobre Fator de Crescimento Autdlogo produzido pela UNICELL
biotecnologia ¢ HARVEST,
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Volume |Volume de]Aumento
Sangue |FC autdlogo jacima da Fatores de crescimento
(ml) (ml) linha basal
PDGF-AB | TGF-pl | VEGF EGF
20 3 4.4x 4.4x 4.4x 4.4x 4.4x
80 7 8.6x 8.8x B8.6x 6.6x 8.6x
120 10 4.3x 4.3x 4.3x 4.3x 4.3x

Qutra vantagem do usc do PRP se deve ao faio de sua preparagao
autdgena, quer dizer, € 100 % organica e realizada em momentos antes do
procedimenio cirargico. Além disso, seu uso reduz o risco de transmissdo de
doencgas infecto-contagiosas (HIV, hepatite, etc) se comparado a outros produtos,
segundo WHITMAN, D. H. et al (1977).

Nas pesquisas realizadas por MARX e GARG (1999) foram analisados
enxertos 6sseos associados com PRP. Os resultados demonstraram, em periodos
de 4 a 6 meses, formagéo de sistemas harwesianos maduros e maior formagao
de osso lamelar fase |1 do que em enxertos ndo beneficiados.

REDDI, A H. (1897) afirmou que a aplicagdo do PRP com enxertos 0sseos,
e substitutos desses enxertos, tem sido ampliada e discutida com aparente
sucesso. Nos enxertos de seio maxilar, com ou sem instalagido imediata de
implantes, o PRP tem um papel importante, devido ao complexo ambiente guimico
que se estabelece nesta situagao clinica.

Uma das principais finalidades da aplicagdo do PRP e acelerar o processo
reparativo através dos fatores de crescimento que estimulam a sucessao de

eventos celulares necessarios (ver grafico a seguir)®.

® Retirado do panfleto informativo sobre Fator de Crescimenio Autélogo produzido pela UNICELL
biciecnologia ¢ HARVEST.
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Os FC (PDGF, TGF-B e IGF) otimizam as atividades celulares da
mitogénese, angiogénese e quimiotaxia, favorecendo a ocorréncia do processo de
regeneracao, conforme nos explica ANITUA (1999).

Em estudos realizados por MARX et al. (1998), apud FILHO et al. (2004),
verificou-se uma neoformagdo 6ssea duas vezes mais rapida e maior densidade
ossea do que enxertos 6sseos autégenos realizados em outros 44 pacientes com
o mesmo tipo de defeito sem o uso do PRP.

KIM et al (2002), apud FILHO et al. (2004), em estudos realizados com
caes, compararam a eficacia da associagdao PRP mais osso desmineralizado com
o osso desmineralizado no reparo de defeitos dsseos criados em implantes 6sseo-
integrados  imgtalados na crista iliaca. Os pesquisadores concluiram que a
associagao com PRP promoveu mais formagao 6ssea.

No entanto, apesar da larga utilizagdo dos FC, eles possuem uma
limitagao. Segundo RIPAMONTI et al. (1996) e GIANNOBILE et al. (1996) eles

tém uma meia vida extremamente curta, pode haver perda do FC devido a
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solubilidade do carreador; alteragdo do processo normal de reparo devido a
presenga do carreador. Além disso, interfere no mecanismo de agdo natural de

outros fatores de crescimento.

3.1 — Preparo PRP: Métodos de Obtencéo

A partir de 1999, a reprodugao dos resultados alcangados por MARX foi
iniciada em varios centros de pesquisa. Sua maior limitagdo estava na
metodologia de coleta, na relagdo custo-beneficio € na complexidade. Em fungao
disso, comegou a busca por um protocolo simplificado e de aplicagdo ambulatorial.

Em 1999, LYNCH et al. acrescentaram que a tecnologia do PRP utiliza-se
de principios da engenharia de tecidos & que a técnica original deveria ser
modificada para tratamento de lesdes periodontais e defeitos perimplantares, pois,
reduzindo-se de 400 para 150 ml o0 volume de sangue coletado, obtém-se area de
15 ml de PRP.

Ja para SONNLEITNER et al. (2000), a preparagdo do PRP por
plasmaferese € o processo pelo qual as plagquetas séo retiradas do paciente e os
componentes restantes do sangue séo devolvidos para ¢ corpo. Esta técnica
produz um PRP com concentracdo plaguetaria 300 % maior que os niveis
sangllineos normais. No entanto, o alto custo da plasmaferese e a necessidade do
uso de equipamentos especializados tornam seu uso restrito em consultorios
odontolégicos, sendo realizado apenas em grandes clinicas ou hospitais. Desse
modo, optar pela centrifugag&o, tem a vantagem de ser mais simples, aiém de um

custo mais bhaixoe.

50
UHIVERSIDADE ESTROUAL BE CARPIHAS
FACULPARE BE CLOHTOLBGIR BE PIRACICABA
BIZLIOTECA



Segundo MARX et al. (1998), a preparagdo do PRP por centrifugagao do
sangue total anticoagulado, sob condigbes controladas, é simples e de baixo

custo, permitindo a separacdo de plasma com elevado numero de plaquetas.

3.2 — Protocolos de Obtencao do PRP

A sequiéncia do processo de obtencgao (ver figura a seguir de PONTUAL e
MAGINI, 2004:30) esta basicamente dividida em duas etapas:

1%, etapa: pungao venosa e coleta do sangue;

2° etapa: separagao celular (centrifuga) e preparo do plasma.

FRe

By Losl

Demonstrativie grafico da oblengao do gel de phageetas

Para descrevermos os protocolos de obtengao do PRP, tomamos como
referéncia a pesquisa realizada por ANDRIOLO (2002: 55-59) e LEMOS et al.
(2004).

3.2.1 - Protocolo convencional

Com o auxilio de um separador celular por gradiente de densidade é
colhido de 400 a 450 ml de sangue. Este €, em seguida, centrifugado a uma

velocidade de 5.600 rpm (50 ml/min), conforme nos explica MARX et al. (1998). A
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centrifuga separa cada camada de sangue, huma proporgéo da menos densa para
a mais densa, isto ¢, a camada de plasma pobre em plaquetas (PPP) que € a
primeira (topo) camada (aproximadamente 200ml); a outra camada, localizada na
porgao central (cerca de 70 ml), € composta de plasma rico em plaguetas (PRP); a
uUltima camada contém eritrécitos no nivel mais inferior (cerca de 180 ml). O PRP é
coletado e centrifugado a uma velocidade mais baixa (2.400 rpm) para que haja
uma separacéo mais exata do PRP e dos eritrécitos. Quanto as plaquetas mais
jovens, que sao as de maior atividade e maiores, elas se encontram misturadas ao
primeiro milimetro da camada superior dos eritrécitos. Por essa razao, elas podem
ser incluidas no PRP. Ja o PPP e os eritrécitos vao retornar ao paciente por meio
de um acesso venoso periférico. Enfim, os pesquisadores realizaram a contagem
de plaguetas e constaram que no plasma original a média foi de 232 mil por mm?®
e, no PRP, de 785 mil por mm®. Isso confirma a concentragdo média que é por

volta de 338%.

3.2.2 - Protocolo simplificado baseado em ANITUA (1999)

Neste protocolo coleta-se o sangue e, em seguida, o acondiciona em
tubos de ensaio (5 ml) e, em cada um destes tubos, coloca-se 0,5 ml de citrato de
sodio 10%, ou seja, anticoagulante. O volume total & de aproximadamente 10 a 20
ml. Apés, a mistura é levada a uma mini-centrifuga a 160 G durante 6 minutos. Em
seguida, coleta-se o PRP que inclui de 1 a 2 mm da porg&o superior das células
vermelhas, totalizando um volume de 1, 2 ml por tubo. Finalmente, adiciona-se 5,0
ml de cloreto de calcio a 10%. Depois de 15 a 20 minutos, o gel de plaguetas ja

esta formado.
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3.2.3 - Protocolo simplificado SONNLEITNER et al (2000)

Neste protocolo séo feitas duas cenirifugagbes. Apds a primeira, realizada
a uma velocidade de 1200 rpm (160 G / 20 minutos), pipeta-se o plasma e
submete-se a uma segunda centrifugagéo a uma velocidade de 2000 rpm (400 G /
15 minutos). Terminada esta centrifugagao, pode verificar-se uma concentragéo —

em forma de “botdo” — de plaquetas (0,5 ml por tubo} na parte inferior de onde o
PRP ¢ removido. Ele se concentra na parte superior do tubo e apresenta-se cor
amarelada. Vale ressaltar que na zona de transigcdo, na fase vermelha, a

proporgao de linfocitos € alta. Isto é interessante porque os linfécitos tambem

liberam fatores de crescimento e, por esta razo, poderiam ser usados na mistura.

3.2.4 - Protocolo de LANDESBERG et al (2000)

Para este protocolo séo coletados 5,0 ml de sangue em um tubo contendo
0,5 ml de citrato de soédio. A centrifugacéo é realizada a 200 G / 10 min. Todo o
volume do plasma é transferido para outro tubo (15 ml) para ser submetido a uma
nova cenfrifugagdo a 200 G / 10 min. Para a obtencgédo do gel, cada milimetro do
PRP ¢é adicionada a 0,167 ml de uma solugdo que contém 5 mi de cloreto de
calcio a 10% e 5 mil unidades de trombina bovina. Esta mistura € geleificada a 37°
C em banho-maria. A cada milimetro é adicionado 0,06 ml de uma solugéo de
célcio a 10% e a 0,5 ml do agente geleificante ITA; entdo, a mistura & deixada

também a temperatura de 37° C.
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3.2.5 - Protocolo de ROSENBERG & TOROSIAN (2000)

Estes pesquisadores sugerem, para a obtengdo do PRP, a plasmaferese
que é realizada no dia da cirurgia. Utiliza-se da flebotomia para coletar por volta de
450 ml de sangue, sendo gue a veia é mantida com salina normal. Apés, o sangue
€ centrifugado a uma velocidade de 5.600 rpm, e o fracionamento a uma
velocidade de 50 ml/min para que haja a liberagao das plaguetas. Isso é feito por
meio da redugdo da velocidade da centrifuga para 2.400 rpm. Desse modo,
obtem-se de 30 a 40 ml de PRP e o PPP e reinfundido no paciente. A duragao

deste processo pode variar de 30 a 45 minutos.

3.2.6 - Protocolo de ANITUA (2003)

ANITUA (2003), apud MACEDO et al. (2004), realizou extragcéo do sangue
minutos antes de comegar a cirurgia. Utilizaram-se tubos de 4,5 ¢c com citrato de
sodio a 3,8 % como anticoagulante (0,5¢c). A quantidade de sangue a ser extraida
dependera do tamanho do defeito a ser tratado. Para preencher um alveolo, por
exemplo, € necessario de 10 a 20 cc de sangue. Normalmente tem 1cc de plasma
rico em fatores de crescimento para cada 10cc de sangue extraido.

A centrifugacdo para obtencédo do plasma € realizada em centrifuga digital
(Mod. PRGF System |} durante oito minutos, a uma velocidade de 1800 rpm a
temperatura ambiente. Na figura a s;eguirg podemos observar 0 esquema das

diferentes fragbes de concentragao de plasma.

? Retirada de Pontual ¢ Magini, 2004:203.
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F. 1 — plaquetas similares ao sangue periférico;

F. 2 — mais concentrado de plaquetas que F.1;

F.3 — plasma duas vezes mais concentrado em plaquetas;

F. 4 — é o plasma mais rico em plaquetas e FC.

Uma vez que temos a fragéo de plasma, podemos provocar a formagéao do
coagulo através de diferentes protocolos, que vamos enumerar:

1- acrescentamos 50 microlitros de cloreto de calcio a 10 % por cada
concentracao da fragao plasmatica obtida. Entre cinco a oito minutos se formara o
coagulo. O tempo vai variar em relagao inversa ao numero de plaquetas.

2- se o plasma for misturado com qualquer material de enxerto, primeiro
colocamos o cloreto de calcio e, em seguida, colocamos o material de enxerto.
Entre dois a cinco minutos obteremos um agregado que contém o enxerto, com

uma consisténcia gomosa muito facil de manipular e muito cdmoda de compactar.

3.2.7 - Protocolo de MARX et al. 1998
MARX et al. (1998), apud Lemos et al. (2004), obteve éxito em uma relagdo
adequada a necessidade volumétrica de PRP para a utilizacdo clinica. Para tal, o

autor experimentou diversos didmetros de centrifugas que foram utilizadas nas
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rotagGes preconizadas para a obtengao de "papa de plaquetas". Em seguida, este
foi usado em pacientes portadores de disturbios de coagulagdo. Desse modo, foi
possivel reproduzir de maneira precisa o protocolo proposto utilizando uma
simples centrifuga de laboratoério biomédico de 8 x 15 ml (ex: FANEN 260 mp DE 8
X 15 ml). O PRP é obtido a partir do seguinte protocolo:

1 — através de pung¢do venosa periférica, sangue venoso é obtido na guantidade
de aproximadamente 15 ml, colhidos em 3 tubos de vacuo contendo citraio de
sédio de 4,5 ml;

2 — os tubos séo centrifugados em uma centrifuga de 8 x 15 a 2 gravidades
(equivalente a 700 — 800 rpm por 10 minutos).

3 — a porgdo celular {leucécitos € hemacias) precipita na porgao final do tubo e 0
plasma rico sobrenada.

4 — o0 PRP é pipetado diretamente dos tubos e acondicionado em um tubo dnico.
Pipetamos 1 ml da “zona de névoa” e reservamos em outro tubo. Exata suspenséo
sera utilizada juntamente com o PRP para a obtengdo do coagulo, pois contém
hemacias e plaquetas maiores.

Desse modo, podemos obter um volume de 1,0 mi de PRP autégeno por
cada tubo em um total de 3 ml. No momento da utilizagdo o PRP e mesclado ao
enxerto e adicionado com 1 mi do tubo com as células maiores e hemacias, bem
como a solugdo de trombina bovina e cloreto de calcio para obtermos a

coagulagao.
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3.3 — Aplicagdes Clinicas do PRP

O PRP tem varias aplicagdes'®, particularmente na cirurgia cardiaca e
neurocirurgia e recentemente foi introduzido na cirurgia bucomaxilofacial,
adicionado ac 0ss0 medular particulado em procedimentos de reconstrucio dos
maxilares, conforme demonstrado nos varios estudos realizados por ANITUA,
dentre outros.

A pluraiidade das agbes celulares do PRP habilita 0 seu uso em diversas
situagdes clinicas, tais como: enxerto de seio, enxerto para crescimento de altura
ou largura (particulado em bloco) do rebordo alveolar, fenestragdes e deiscéncias,
preenchimento de alvéolo associado com enxerto 0sseo e reconstrugao de tecidos
periodontais. Atualmente, a cultura celular e fatores de crescimento, assim como a
aquisicao de PDGF ja isolado e pronio para uso, sdo a tendéncia para novas

pesquisas.

4 — Carreadores

Em fungdo da solubilidade dos fatores de crescimento nos fluidos
corporais & necessario um carreador biocompativel, biodegradavel e
osteocondutor. Segundo THOMSON et al. (1995), apud GRANJEIRO (2004), um
carreador deve possuir as seguintes caracteristicas:
1) altamente poroso, para permitir o0 crescimento celular, a circulagéo e transporte
de nuirientes e residuos metabélicos;

2) ser biocompativel e bioabsorvivel, para a sua substituicao pelo tecido;

" Ver pesquisa realizada na veterindria no sife www,saber.usp.br. Veja o uso para doping no esporte no site
www.desporto.publico.pt/shownews acesso em 16/08/2004.
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3) caracteristicas quimicas adequadas em sua superficie para adeséo,
proliferagdo e diferenciagéo celular.

4) propriedades mecanicas, semelhantes aquelas dos tecidos do local de
implantagio.

Em virtude dessas caracteristicas torna-se um problema pratico no uso de
fatores de crescimento, pois ha dificuldade de ser controlada e mantida a
concentragao local adequada, tendo em vista a meia vida curta destes mediadores
bioldgicos, sua difusibilidade e tendéncia a serem removidos pela corrente
sangiinea.

O sistema de liberagdo dos agentes osteoindutores deve preservar a forma
e volume da reconstrugdo e assegurar a liberagado local e sustentada dos fatores,
que podem ser rapidamentie deslocados, antes de exercerem seus efeitos. Os
polimeros permitem a dosagem e a combina¢ao de fatores a serem liberados
concomitantemente ou em tempos diferentes. O material ideal deve ser
biocompativel, absorvivel e substituido por osso em periodo de tempo razoavel,
pois nao pode inibir a formacgéo éssea por indugdo de resposta inflamatéria nem
obstruir fisicamente a formag&o ossea - URIST et al. (1987), apud GRANJEIRO
(2004). A figura abaixo, de PONTUAL ¢ MAGINI (2004:81), ilustra a triade de
elementos da engenharia de tecidos; dentre eles podemos destacar 0s

carreadores.
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CARREADORES:

coldgeno, osso,
materiais sintéticos
‘ TEMPOE
——— 1™~ REGENERACAODO
| _~~  TECIDOIORGAD

AMBIENTE

. .

CELULAS; MOLECULAS
SINALIZADORAS!
Queratinécitos,
asteosblastos, Fatores de crescimento,
fibroblastos, proteinas morfogensticas,
condroblastos, adesivas.
neurdnios, etc.

No entanto, como podemos verificar abaixo, muitos desses fatores de
liberagdo nao preenchem todos esse critérios:
1) polimeros e ceramicos a base de vidro;
2) fosfato tricélcico a puro;
3) vidro bioativo (bioglass);
4) ceramica vitrea neutra (GB9N);
5) hidrogéis;
6) colageno tipo |;
7) osso.

Quanto aos polimeros, apesar de bem descritos fisica e quimicamente,
ainda pouco se conhece a respeito da proliferagao e diferenciacao celular desses
materiais (MATSUMURA, 2003).

Em pesquisas realizadas com os materiais dos itens 2, 3, e 4, apesar da
proliferagdo celular notada, foram observadas alteragdo na morfologia celular.
Finalmente, conclui-se que a superficie do material pode interferir em aspectos

celulares estruturais.
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Os hidrogéis, apesar de apresentar crescimento de tecido em seu interior,
permeabilidade a moléculas e consisténcia macia, eles possuem limitagéo para o
uso clinico devido ao alto risco de ruptura do material e rapida reabsorgio apos
implantagéo in vivo (VAN SUSANTE et al 2001). Ja pesquisa realizada com
colageno do tipo 1, por estes mesmos autores, apresentou resultados promissores
in vitro (bovino).

O fosfato Ptricalcico ndo absorvivel (URIST et al., 1987}, o co-polimero do
poliglicdide-polilactico (SCHIMITZ e HOLLINGER, 1888) e acido polilactico
(LOVELL et al.1989) sdo tamhém carreadores. Estes dois ultimos tém sido usados
como carreadores de FC gragas as suas propriedades de biocompatibilidade,
auséncia de toxicidade e biodegrabilidade, mas foram detectados em quatro
meses, vinte e quatro semanas € seis meses apés a cirurgia respectivamente. A
pasta de fibrina-colageno e o selante de fibrina foram absorvidos incompletamente
0 que induziu um processo inflamatério crénico e inibindo a ostecindugio
heterotopica (PINHOIT et ai.1992; SOLHEIM et al. 1992).

O poli-ortoester ndo inibe a formagao Ossea, induz a pequena reagédo
tecidual e € reabsorvido em quatro semanas, conforme os estudos realizados por

PINHOIT et al. 1982 e SOLHEIM et al. 1992.

5 — Engenharia Tecidual
O termo cultura de tecidos inclui cultura de 6rgaos e cultura de células. Este
cultivo celular em laboratérios pode substituir os experimentos em animais. A

engenharia tecidual é definida como o desenvolvimento e a manipulagao em
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laboratério de moléculas, células, tecidos ou érgaos para o restabelecimento da
fungéo de partes do corpo injuriadas ou defeituosas.

A engenharia tecidual aponta para a regeneracado de érgaos danificados,
aléem de néo causar respostas imunolégicas ou infecgio e de nao necessitar do
uso de cadaveres o que nio mutila érgao do paciente. O uso da cultura de tecidos
vem aumentando e suas aplicagdes melhor divulgadas. O conceito bésico € o
reparo e regeneragao de tecidos através do isolamento de células de um tecido
original, as quais se expandem in vitro e, quando carreadas em um material
apropriado, podem gerar um novo tecido funcional.

Na medicina estdo sendo desenvolvidas pesquisas com cultura de células
em diferentes especialidades como: reposicdo de pele, cartilagem, osso,
componentes cardiovasculares e pancreas (INCALLISTER, B. S. 1998).

Apesar do periodonto ser um tecido altamente complexo e especializado
composto de tecidos duros e moles, estudos para a reposicdo do aparato
periodontal, através do cultivo celular, t&m se mostrado promissores. PINI PRATO
et al. (2000) obtiveram éxito na obtencéo de gengiva inserida através de cultura de
fibroblastos.

As pesquisas com © uso de células-tronco osteogénicas para a
reconstrugdo de tecidos 6sseos sdo uma area de intensa pesquisa com alto
potencial para o sucesso. Isso se deve, uma vez que a migra¢do de células-
tronco, derivadas da medula para sitios 0sseos e a prolifera¢gao nestes sitios
teciduais locais, evidenciam as possibilidades da utilizagdo de células humanas
osteoprogenitoras no tratamento de deficiéncias 6sseas (UEDA, M. et al. (2001)

apud ZORTEA, A. J. et al. 2004).
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Conforme nos explica ZORTEA, A J. et al. (2004), o presente e o futuro
pertencem ao estudo e pesquisa das células-tronco (céiulas indiferenciadas) que
permitirao a diferenciacio de estruturas organicas complexas como dentes, 0sso

alveolar e estrutura mucogengival, utilizando-se para isso, a bioengenharia.

62



6 - Discussao

E importante ressaltar que os materiais osteogénicos sdo0 0s gque contém
fatores de crescimento e estes, por sua vez, sdo os que possuem substancias
morfogénicas que estimulam as células indiferenciadas. Tais materiais devem ser
biocompativeis, absorviveis e substituidos por osso em um prazo razoavel de
tempo, de modo a nado inibir a formagdo éssea, nem induzir um processo
inflamatério crénico.

Ha muitos métodos que aceleram a reparagdo dssea, tais como: os
materiais aloplasticos, osso autdégeno e, atualmente, os fatores de crescimento
autogenos derivados das plaquetas e de ouiras células sangiineas.

Alguns dos fatores que contribuem para a regeneracéo 6ssea incluem o
FCDP, o FTC2, o FCI, o FCF e as POMs, sendo eles principalmente, sintetizados
e liberados pelas plaquetas. O FCDP atrai os macrofagos e isso induz a
neoformagao vascular, vital para a reparagcdo e a osteogénese. Além disso, o
FCDP acelera a reparagao de tecidos moles e duros, pois aumenta a
diferenciagdo osteogénica e separagdo oOssea. Quanto ao FTC2, ele ativa os
fibroblastos a formarem pro-colageno, conforme nos esclarecem LOZADA et al.
(2001). Ja o FTCB e FCDP aumentam a vascularizagdo, a proliferagdo de
fibroblastos, o colageno e a osteogénese. Além dos fatores citados acima, ha
outros fatores presentes no PRP como o FCl e FCF que atuam sinergicamente
com POMs presentes na matriz 6ssea.

Conforme mostrado anteriormente, a preparagdo do PRP por
plasmaferese exige elevados custos. Por esse motivo, € realizada somente em

hospitais e clinicas especializadas. Assim, a centrifugagédo ¢ tomada como
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alternativa por ser um meétodo mais simples e de menor custo. Além disso, para a
coleta do sangue do paciente é necessario a supervisdo de um profissional da
area médica ou enfermagem.

A aplicagéo do PRP exige desde o inicio do processo de coagulagéo, na
maioria dos protocolos, a adicdo de 10mli de cloreto de calcio a 10 % para
neutralizar o efeito anticoagulante do citrato-fosfato-dextrose com 10 mil unidades
de ftrombina bovina tépica. LANDESBERG et al. (2000), ROSENBERG e
TOROSIAN (2000) observaram que a trombina bovina pode produzir coagulopatia
pos-operatdria por induzir a formagaoc de anticorpos que reagiram de forma
cruzada com o fator V de coagulagao humana.

Quanto ao anticoagulante LANDESBERG et al (2000), MARX (2000)
preferem citrato-fosfato-dextrose em relagéo ao EDTA (acido etilenodiamino tetra
acético), uma vez que este pode causar fragmentacao das plaguetas. Ja o citrato-
fosfato-dextrose estabiliza as membranas celulares preservando melhor as
plaquetas.

De acordo com MARX (2000), no inicio dos anos 90, a trombina bovina
continha maior concentragdo do fator bovino V (50 a 100g/ml). Mas, atualmente
sdo submetidos a purificagao adicional chegando a niveis inferiores a 0,2g/mi, sem
contar que a trombina bovina é utilizada fora do corpo humano sem contato com a
circulagao sistémica. Porém, isso ndo descarta possibilidades de risco. Outra
questdo é o alto custo, pois a trombina bovina chega a niveis que praticamente
inviabilizam o beneficio desta técnica. Alem disso, no Brasil, o Ministério da Satde
ainda néo legalizou o uso de trombina bovina para utilizagdo em pacientes. Ha um

uso, porém, restrito aos usos laboratoriais.
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VERCELLOTTI (2004) ufilizou a botropase e constatou bons resultados
com este coagulante. A demora pode variar de cinco a dez minutos para promover
a coagulagdo do PRP. HANDEL et al. (2002) reforcam a necessidade de
conhecermos melhor o real mecanismo de ag&o dos produtos anticoagulantes e
coaguiantes, a fim de que possamos ter uma maior controle das situagdes
clinicas.

Qutro aspecto que deve ser considerado é o controle da temperatura que
tem grande influéncia na velocidade das reacdes de coagulagdo do PRP. Assim
sendo, a temperatura corpérea deve ser de 37°C e previamente alcangada no
momento em que o cloreto de célcio a 10 % € misturado. As reacdes de cascata
iniciam imediatamente e promovem a coagulac¢ao (2,42 a 10,45 minutos).

Sobre os resultados e usos do PRP, clinicamente, existem varias
pesquisas que relatam o uso do PRP em diversas situa¢des e patologias com o
intuito de neoformaciao Ossea como, por exemplo, defeitos periodontais,
levantamento de seio maxilar, preenchimento de alvéolos péds-exodontia e
implantes.

Sobre o uso de PRP em cirurgia oral, maxilo-facial e implantes, ha varios
estudos que demonstram beneficios, pois 0 seu uso pode aumentar a
regenera¢do ¢ssea o que, conseqlentemente, aumenta a formagdo de osso e
acelera sua maturagdo, conforme ELIAS (2004)"". No entanto, o uso do PRP &

limitado para pacientes com cancer (durante a radioterapia ou quimioterapia, pois

Comunicacdo passoal (Usc do PRP nas reconstrugdes maxilares) apresentada no Il Simposio Brasileiro de
PRP e FC, realizado na UNICID, Sao Paulo, 18 de novembro de 2004.
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apresentam uma trombocitopenia induzida), pacientes trombocitopénicos em pré-
operatdrio, idosos, pacientes com osteoporose e diabéticos.

SCHMITZ e HOLLINGER (2001) observaram dificuldades ao uso do PRP.
Seu questionamento é quanto ao eventual efeito mitogénico do FCDP e o
reconhecimento da presenca de concentragbes elevadas destes fatos em alguns
tumores, ou seja, desenvolvimento de tecido neoplasico. MARX (2001) respondeu
a estes pesquisadores afiimando que os constituintes do PRPs séo
biologicamente seguros, naturalmente produzidos pelos organismos sadios e com
atividades fisioldégicas proprias; diferem apenas na concentracdo. Na ortopedia
usa-se PRP ha mais de 20 anos sem correlagédo de processos proliferativos.

Embora nao tenha tanta énfase como o PRP, cremos ser interessante
discutir sobre o plasma pobre em plaquetas (PPP). Também denominada PRF
(plasma rico em fibrinogénio), esta fragdo sanguinea mostrou-se, nas pesquisas
realizadas, de pouca importancia relevancia no processo cicatricial € fechamento
de fendas cirdrgicas. No entanto, mesmo néo sendo FC, a formagao de fibrinas
fornecera a matriz osteocondutora natural para a reparacdo 0ssea, conforme
explica LYNCH (1999). A formagao da fibrina insoltivel, a partir da proteina solavel
fibrogénio, é ativada pela trombina bovina e cloreto de calcio a 10%. A “cola
alégena de fibrina” tem a fun¢do de obter hemostasia e adeséo dos retalhos.
JHAN (2004)", faz uso e pesquisa o0 PPP em pericdontia e implantodontia. Para o
pesquisador, essa rede de fibrina funciona como uma espécie de cimento cirurgico

dando protecdo ao procedimento cirdrgico realizado.

2 Comunicagdo pessoal (Uso racional do PRP em Periodontia) apresentada no II Simpésio Brasileiro de PRP
e FC, realizada em 18 de novembro de 2004 na UNICID, Sdo Paulo.
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No que se refere ao uso de frombina autdégena, observa-se que, mediante a
possibilidade de produgdo de anticorpos contra a tfrombina bovina, tem-se
pesquisado a utilizagdo da trombina autégena. Segundo FILHO (2004)® o
protocolo em humanos pode ser descrito da seguinte maneira. Primeiro coleta-se
8 tubos de 4,5 ml cada. Em seguida, centrifuga-se a 200 G durante 10 minutos.
Apos, deve-se pipetar o PRP e separar 2 ml e adiciona-se a este 0,6 ml de cloreto
de calcio a 10% e aguarde a geleificagdo parcial em banho-maria a 37°C por 10
minutos. Juntamente com os tubos restanies, deve-se centrifugar a 400 G durante
10 minutos. Para a promogao do gel, para cada 3 ml de PRP obtido, adicionamos

1 ml de trombina autdgena. O tempo de geleificagédo é em torno de 40 segundos.

E pertinente também discutirmos a comparagao entre a formagdo x
regeneracdo periodontal, pois conforme o esquema'® a seguir, podemos observar
que 0s eventos sdo0 0s mesmos, mas as células no processo de formagéo e

regeneragado sado diferentes.

¥ Comunicagéio pessoal (Obtengéo € uso de trombina autégena) apresentada no 11 Simpésio Brasileiro de PRP
e FC, realizada em 18 de novembro de 2004 na UNICID, S3o Paulo.

14 Retirado de SAYGIN et al. 2000:76.
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EVENTOS

Migragao
Adesiao
Desenvolvimento Proliferagao Regeneracado
Sintese de matriz organica
Mineralizagao

CELULAS
Foliculo dental Cementoblastos — cementoclastos
Células epiteliais’ Fibroblastos do ligamento periodontal
Osteoblastos Osteoblastos e osteoclastos
Células mesenquimais Células epiteliais
Células endoteliais Células mesenquimais
Odontoblastos Células endoteliais
Células nervosas Células nervosas e inflamatdrias

1 — HERS - restos epiteliais da bainha de Hertwig's

Finalmente, devemos ressaltar que, embora as pesquisas mostrem sempre

os resultados positivos com o uso do PRP, urge a necessidade de mais estudos

clinicos longitudinais para melhor compreendermos a real utilizagédo dos FC tanto

na area odontologica quanto médica.
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7 — Considerac¢des finais

Pelas abordagens que realizamos neste trabalho, ficou evidente que o PRP
€ um método que oferece seguranga ao paciente, além de ser barato e
proporcionar um bom resultado, como enfatizam os diversos estudos que
relatamos. No entanto, pudemos notar que, nesses mesmos estudos que
destacam com grande énfase os bons usos do PRP, parecem ignorar varias
questdes importantes.

Na bibliografia consultada, vimos que as pesquisas nao contemplaram
aspectos importantes, tais como: a quantidade de FC presente no PRP; se as
celulas indiferenciadas e os osteoblastos contém receptores de superficie para
estes FC; néo fica evidente se a taxa de regeneragdo tecidual ¢ visivel no raio-x,
pois no histolégice é diferente; a relagao tempo/hora ideal para ser usado o FC no
defeito; a disponibilidade do carreador adequado; deve-se saber a indicagéo
correta, uma vez que nem todos pacientes necessitam; também nio fica evidente
se € realmente importante ou necessario modificar ou acelerar o processo de
reparo tecidual. Neste ultimo aspecto, talvez seria preferivel se a célula produzisse
FC ao invés de colocar no defeito. Assim, ¢ organismo poderia responder
positivamente.

Diante de tais questionamentos, fica explicito que ha necessidade de
muitos outros estudos clinicos para sabermos se, 0 uso do PRP, como tem sido
abordado até o momento, tanto na clinica odontolégica, quanto em todas as
demais areas médicas, realmente tem sempre um beneficio positivo em qualquer

defeito e para todos os pacientes.
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