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ASPECTOS RADIOGRAFICOS E DENSITOMETRICOS DE FRATURAS
EXPERIMENTAIS DO RADIO DE CAES TRATADAS COM PLASMA
RICO EM PLAQUETAS

RADIOGRAPHIC AND DENSITOMETRIC ASPECTS OF EXPERIMENTAL RADIAL
FRACTURES OF DOGS TREATED WITH PLATELET-RICH PLASMA

.F.B.SOUZA', G. T. N. M. FERREIRA!, S. S. SAKAMOTO,

T
V. B. ALBUQUERQUE/, S. R. M\. BOMFIM', A. L. ANDRADE'~,

RESUMO

O presente artigo teve como objetivo avaliar a cicatrizagio 0ssea de fraturas experimentais do radio de cées, tratadas ou
ndo com o PRP autégeno, por meio de estudos radiografico e densitométrico. Foram utilizados 11 cées, alocados
aleatoriamente em dois grupos experimentais: o grupo controle (G-controle, n=6) e o grupo PRP (G-PRP, n=5). Todos
0s animais foram submetidos a osteotomia e osteossintese (fixador esquelético externo) do radio direito, gerando-se um
gap de 2mm, que foi preenchido com PRP apenas no grupo G-PRP. Os estudos radiograficos e densitométricos foram
realizados no pos-operatorio imediato e aos 14, 21, 28, 35, 45 e 60 dias de pds-operatorio (M0, M14, M21, M28, M35,
M45 e M60). A analise estatistica foi realizada por meio da Analise de Variancia com Medidas repetidas (ANOVA) e
teste de Tukey para comparacio de médias; teste de Friedman seguido do teste de Dunn para comparar os momentos em
cada grupo e o teste de Mann-whitney para comparar 0s grupos em cada momento (p<0,05). Referente a avaliagdo entre
0s momentos houve diferenca significativa entre MO ¢ M60 nas avaliagdes radiograficas e densitométricas dentro do
grupo G-PRP. Na comparagdo entre os dois grupos houve diferenca estatistica na avaliagdo radiografica a partir de
M28; e na avaliagdo densitométrica nos momentos M45 e M60. Conclui-se, nas condigdes deste estudo, que o PRP
pode ser utilizado como terapia adjuvante, pois promove cicatrizegdo dssea precoce em fraturas experimentais (gap de
2,0mm) do radio de caes tratadas com fixador esquelético externo.

PALAVRAS-CHAVE: Fator transformador de crescimento beta. Plaguetas. Osso e 0ssos.

SUMMARY

The present article aimed to assess bone healing of experimental radial fractures, treated or not with autologous PRP, by
means of radiographic and densitometric studies. Eleven dogs were randomly allocated in two experimental groups:
control group (CG n=6) PRP group (PRPG n=5). All dogs underwent radial osteotomy and osteosynthese (external
skeletal fixation) of the right forelimb, in which a 2.0 mm defect was created. The gap was filled PRP in the treated
group (PRPG); wile CG received no treatment. Radiographic and densitometric studies were performed immediately at
the end the procedure and 14, 21, 28, 35, 45 and 60 days after the surgery (MO, M14, M21, M28, M35, M45 e M60).
Way repeated measures ANOV A with Tukey as post hock test; Friedman test and Dunn’s post hock test were used to
compare data in different moments;, and Mann-whitney test in different groups (»p < 0.05). About assessment to
moments; radiographc scores and densitometric values changed significantly at moment 0 and 60 within the PRPG.
Comparing groups radiographic scores changed significantly from M28 and densitometric val ues from M45 and M60.
Concluded under the conditions of this study; that PRP can be used as an adjuvant therapy to improve bone healing of
experimental radial fractures (gap 2.0 mm) of dogs treated with external skeletal fixation.

KEY-WORDS: Transforming growth factor beta. Blood platelets. Bone and bones.
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INTRODUCAO

O reparo de fraturas com defeitos 6sseos, em locais
pouco vascularizados, ¢ dificil e as técnicas classicas de
estabilizagdo e enxertias dsseas, nem sempre fornecem
resultados satisfatorios, culminando em cicatrizagdo
ossea tardia e ndo unido 6ssea (JACKSON & MILLIS,
2007, BOUDRIEAU, 2007).

Além do correto método de fixagdo, materiais
bioloégicos como proteinas Osseas morfogenéticas,
medula 6ssea, células tronco, plasma rico em plaquetas,
entre outros sio utilizados com o intuito de acelerar o
processo de cicalrizagdo Ossea e minimizar
complicagdes (MARX, 2004, BOUDRIEAU, 2007,
JACKSON & MILLIS, 2007).

O plasma rico em plaguetas (PRP) ¢ uma
concentragdo autologa de plaquetas em um pequeno
volume de plasma, obtido pela centrifugagdo de sangue
total. E rico em fatores de crescimento (FC) e proteinas
osteocondutoras (fibrina, fibronectina e vitronectina),
que servem de matriz a migragdo celular, favorecendo
osteoconducdo,  epitelizagdo e  osteointegracdo
(OBARRIO et al., 2000, HENDERSON et a., 2003,
MARX, 2004). Para ser eficiente o PRP deve ter um
incremento minimo de 338% no valor basal da
contagem de plaguetas (MARX et a., 1998).

O PRP aumenta principalmente a concentragdo de
fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs
— aa, bb, ab), fator de crescimento transformador 3
(TGF- Bl e PB2), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento epidérmico
(EGF), que estao nos granulos a das plaquetas (MARX,
2001, SANCHEZ, 2003, WROTNIAK et a., 2007). O
PDGF e TGF- B foram demonstrados no PRP autdgeno
humano por meio de imunomarcagdo. Células
osteoprogenitoras e células-tronco da medula dssea
obtidas em enxerto esponjoso com por¢do medular,
foram marcadas com anticorpos de receptores de
membrana para PDGFs e TGF- B; confirmando assim,
serem fatores que possuem agéo na reparagdo do tecido
osseo (MARX et al., 1998).

Os FC estimulam angiogénese e proliferacdo de
fibroblastos, proporcionando um aumento na sintese de
colageno. Estudos demonstraram que a utilizagdo do
PRP, associado ou ndo a outros tipos de enxerto,
abrevia 0 tempo requerido para cicatrizagao Ossea
(MARX 2004, GERARD et a. 2006, WROTNIAK et
al. 2007).

O presente trabalho teve por objetivo avaiar a
cicatrizagdo Ossea de fraturas experimentais do radio de
Cies, tratadas ou ndo com o PRP autdgeno, por meio de
estudos radiografico e densitométrico.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nas dependéncias do Curso
de Medicina Veterinaria da Faculdade de Odontologia
de Aragatuba da UNESP e aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentagio Animal seguindo as
recomendagdes do COBEA sob o protocolo 2007-
008690.

Foram utilizados 11 cdes sem raga definida, machos
e fémeas castrados, com idade entre um e cinco anos e

peso variando de quatro a seis quilos, oriundos de
Centros de Controle de Zoonoses do estado de Sio
Paulo. Apdés um periodo de adaptagdo nos canis da
Ingtituigdo, foram realizados exames fisicoS e
complementares  (sorologia para leishmaniose,
hemograma completo e contagem total de plaquetas).
Os cies foram vermifugados, vacinados, mantidos com
coleira repelente (Scalibor®) e medicados com
ectoparasiticida (Fipronil) mensalmente, com o intuito
de evitar a ocorréncia de doengas concomitantes que
interferissem na conduta do experimento.

Constituiram-se dois grupos experimentais de forma
aleatoria: o grupo controle (G-controle) com seis
animais e o grupo PRP (G-PRP) contendo cinco
animais. Todos foram submetidos a osteotomia
transversal em toda circunferéncia do radio direito
gerando-se um gap de 2,0 mm, com o intuito de
promover uma falha éssea e mimetizar uma situagdo
clinica de fratura com tendéncia a cicatrizagdo Ossea
tardia. Em seguida, foi realizada estabilizacdo da fratura
por meio de fixador esquelético externo uniplanar
bilateral com pinos de 1,5 mm (Ciomedica”™). Os cies
do G-PRP tiveram afalha 6ssea preenchida com 1,0 mL
do gel contento o PRP, que foi previamente processado
em laboratorio; enquanto no G-controle 0 gap
permaneceu vazio.

Para realizagdo da osteotomia e osteossintese o0s
cdes foram submetidos a jejum alimentar e hidrico de
12 e duas horas, respectivamente. Como medicagio
pré-anestésica utilizou-se Cloridrato de Morfina (0,5
mg/Kg) e Midazolan (0,2 mg/Kg) por via
intramuscular; seguida da indugdo  anestésica
intravenosa com Propofol (4 mg/Kg) associado ao
Midazolan (0,2 mg/Kg), e mantidos sob anestesia geral
inalatéria com Isofluorano em circuito semifechado
com vaporizagdo inicial de 3V% e que variou ao longo
do procedimento de acordo com o reguerimento
anestésico individual. Ato continuo foi realizado
blogueio do plexo braguial (o volume total foi baseado
na dose de Lidocaina 7 mg/Kg e dividido na propor¢ao
1:1 com Bupivacaina ambas com vasoconstritor)
(TRANQUILLI et a., 2007). Concomitantemente, foi
administrado antibiotico (Cefalotina 30mg/Kg) por via
intravenosa no momento da indugdo anestésica para
profilaxia dainfecgéo.

Depois de decorridos 15 minutos da medicagéo pré-
anestésica, houve colheita de 8,0 mL de sangue por
venopungdo da jugular em tubo contendo 2,0 mL de
citrato de sodio como anticoagulante para o preparo do
PRP autgeno. Separou-se uma aliquota do sangue para
a contagem total de plaguetas, submetendo o restante a
primeira centrifugacdo (160 G/20 minutos). Em
seguida, todo o sobrenadante juntamente com a capa
leucocitaria e mais dois milimetros de hemacias foram
transferidos para outro tubo para realizagio da segunda
centrifugagdo (400 G/15 minutos), obtendo-se um
volume de 1,0 mL de PRP. Ao final do processamento
uma nova contagem de plaguetas foi realizada para
confirmagdo de um incremento minimo de 338% do
valor basal. No momento de utilizagio o PRP foi
adicionado a cloreto de calcio 10% para gelificagdo e
ativagdo do mesmo, em banho maria, que ficou pronto
para uso no trans-operatorio.




Foi realizada tricotomia e antissepsia, seguidas de
abordagem cirtrgica do radio direito por acesso medial,
até visualizacdo da diafise para osteotomia total,
segundo Piermattei & Flo (1999). A fratura foi
realizada empregando-se disco diamantado acoplado a
uma caneta de baixa rotagio, deixando um gap de 2,0
mm, que foi preenchido, em esquema duplo cego, com
0 PRP no grupo G-PRP. Concomitantemente, foi
aplicado o fixador externo seguido da sintese dos
planos cirtrgicos e curativo.

Ao fina do procedimento cirargico repetia-se 0
blogueio do plexo braquial para complementagio
analgésica. Como medidas pds-operatorias utilizou-se
Cloridrato de Morfina (0,5 mg/Kg, SC a cada quatro
horas durante as primeiras 12 horas), seguido de
Cloridrato de Tramadol (4 mg/Kg a cada oito horas,
durante cinco dias), e Meloxicam (0,2 mg/Kg a cada 24
horas, durante trés dias) para promover analgesia.
Ainda, antibioticoterapia com Cefalexina (30 mg/Kg a
cada 12 horas, durante dez dias) e curativos diarios até
a retirada do implante, quando 0s cdes puderam ser
adotados.

Os exames radiograficos e densitométricos
realizaram-se no pos-operatério imediato, aos 14, 21,
28, 35, 45 e 60 dias de pos-operatorio (MO, M14, M21,
M28, M35, M45 e M60). As radiografias foram
realizadas com uma escada de aluminio colocada
paralela ao radio e em seguida escanecadas. Para
obtengdo dos valores densitométricos em milimetros de
aluminio (mmAl) foram analisadas com o auxilio de um
programa computaciona (Imaje J*) (LOUZADA etal.,
2001). Para avaliagdo radiografica adotou-se um escore
modificado segundo Wilson et al. (2006) (0)- linha de
fratura de 1,0 a 2,0 mm, sem proliferagdo o6ssea; (1)-
linha de fratura de 1,0 a 2,0 mm, com proliferagdo
o6ssea, sem calo em ponte; (2)- linha de fratura de 1,0 a
2,0 mm, com proliferagdo d6ssea, com calo em ponte;
(3)- linha de fratura de < 1,0 mm, sem proliferagdo
ossea; (4)- linha de fratura < 1,0 mm, com proliferagdo
ossea, sem calo em ponte; (5)- linha de fratura < 1,0
mm, com proliferacao 6ssea, com calo em ponte (unido
clinica) e (6)- auséncia de linha de fratura.

A anilise estatistica foi realizada por meio da
analise de varidncia com medidas repetidas (ANOVA)
e teste de Tukey para comparagdo de médias; teste de
Friedman seguido do teste de Dunn para comparar 0s
momentos em cada grupo e o teste de Mann-Whitney
para comparar 0s grupos em cada momento, adotando-
se um nivel de significancia de 5%, empregando-Se 0
programa SA S (Statistical Anaysis System).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os animais tratados observou-se um
incremento minimo de 338% de plaquetas, conforme
recomendado por Marx et a. (1998) (Tabela 1).
Portanto, a metodologia utilizada para o preparo do
PRP foi eficaz na concentragdo plaquetaria
corroborando Dias et a. (2002) e Oyama et a. (2004)
que utilizaram protocolos com rotagdo e tempo de
centrifugagdo semelhantes. Diferentemente de Obarrio
et a. (20000 e Max (2004), que utilizaram
equipamentos de elevado custo, neste estudo foi
utilizada uma centrifuga laboratorial comum,
comprovando ser uma técnica de facil aplicagdo na
rotina clinica.

A gdificagdo e ativagdo do PRP foram obtidas
adequadamente com o uso isolado de cloreto de calcio a
10% conforme descreveu Wilson et al. (2006). Este
procedimento ndo gerou reagdes adversas sistémicas e
locais, conforme descrevera Sanchez et a. (2003) que
utilizaram trombina bovina e relataram
desenvolvimento de anticorpos contra fatores de
coagulagdo. Silva et al. (2009) que utilizaram o cloreto
de calcio e tromboplastina (soluplastin®) também
observaram reagdes do tipo corpo estranho que pode ter
influenciado negativamente na agao do PRP. Barbosa et
al. (2008) utilizaram soluplastin® sem descricio de
reagdes adversas.

A preparagio do PRP ocorreu simultaneamente ao
procedimento cirrgico para assegurar que pudesse ser
utilizado logo apods sua obtengdo, uma vez que passadas
trés horas da centrifugacdo apenas o PDGF mantém sua
concentragdo e o TGF-beta decresce consideravel mente
(RUTKOWSKI, et al. 2008).

Tabela 1 - Valores da contagem de plaquetas basal e no PRP final dos cies do grupo tratado (G-PRP), com seu

respectivo percentual de concentracio

Contagem de plaguetas/uL no grupo tratado (G-PRP)

Animal Basal Concentracio
1 202.500 875.000 432%
2 275.000 1.445.000 525%
3 172.500 1.082.500 628%
4 187.500 1.540.000 821%
5 310.000 1.047.500 338%

PRP=Plasmarico em plaguetas




Tabela 2 - Mediana, valores minimo e maximo do escore radiografico (0-6) do radio de caes, segundo os grupos

em cada momento de avaliacio.

Momento G-controle G- PRP
(dias) Md Min— Max Md Min — Max
MO Ob 0-0 Ob 0-0
M14 15 0-3 3b 0-3
M21 3 1-4 3 1-4
M28 1B 1-3 4A 1-4
M35 1B 1-3 4A 4-4
M45 1B 1-4 4A 4-4
M60 1B 1-5 5aA 4-5

M edianas seguidas de letra distinta miniscula na coluna e maitscula na linha diferem entre si (P < 0,05).

Tabela 3 - Média (X) e erro padriao da média (EPM) dos valores densitométricos, em mmaAl, do radio dos caes
segundo os grupos em cada momento de avaliacio.

Momento Valores densitométricos ( X EPM)
(dias) G-controle G-PRP
MO 5,04 + 0,42 518+ 0,21 b
M14 5,69+ 0,23 554+ 0,15b
M21 5,27 + 0,24 554+ 0,22 b
M28 544+ 0,19 556+ 0,14 b
M35 516+ 0,25 5,80 + 0,34
M45 528+0,13B 5,84+ 0,09 A
M60 519+ 0,19 B 6,41+ 0,18 aA

Médias seguidas de letra distintas mintscula na coluna e maitscula na linha diferem entre si pelo teste de

Tukey (P < 0,05).

No que tange a avaliagdo radiografica houve
diferenca estatistica significante entre os grupos a
partir do 28° dia de pos-operatério (M28) (Tabela 2),
corroborando Wilson et a. (2006) que também
observaram diferenca entre grupos controle e tratado
com PRP em fahas osseas de coelhos. Em
contrapartida, Marx et a. (1998) em estudos de
reconstrugdo mandibular e Silva et al. (2007) que
avaliaram o uso do PRP associado a hidroxiapatita em
falhas 6sseas de radio de cdes fixados com placas e
parafusos, ndo observaram diferenga estatistica entre os
grupos tratado e controle.

O método de fixagdo externa utilizado permite
maior formagdo de calo dsseo periosteal e
provavelmente maior quantidade de micro movimentos
quando comparado as placas e  parafusos
(PIERMATTEl & FLO, 1999), o que justifica a
aparéncia radiografica dos radios do G-controle que
apresentaram um aumento da espessura da linha de
fratura ao longo do tempo de pos-operatorio.
Provavelmente os vasos sanguineos ndo estavam em
nimero e organizagdo suficientes para promover um
ambiente oxigenado e estavel para permitir
diferenciagio de osteoblastos e manutencdo de
ostedcitos para cicatrizacdo. Desta forma, houve
reabsor¢do nas extremidades do foco de fratura

caracterizando uma unido o6ssea retardada. Entretanto
no G-PRP observou-se uma redugdo continua da linha
de fratura com organizagdo ¢ unido do calo Osseo,
indicando que o PRP aumentou a vascularizagdo e
celularidade permitindo deposi¢do de matriz mineral
precocemente.

Referente a avaliagdo subjetiva da imagem
radiografica, 80% (4/5) dos cées tratados atingiram
unido clinica com maior radiopacidade (Figura 1)
discordando de Silva et al. (2009) que apontaram
semelhanga entre grupo PRP e grupo controle no
tratamento de falhas ¢sseas em cranios de coelhos. A
discordancia de resultados deve-se provavelmente por
tratarem-se de 0ssos distintos, uma vez que 0s 0ssos do
cranio quando fraturados, reparam-Se por um processo
cicatricial maislento e sem formagao de calo dsseo.

A avaliagio densitométrica observou-se diferenca
estatistica significante entre os grupos NOS Momentos
M45 e M60 (Tabela 3), ao contrario de Silva et al.
(2007) que ndo encontraram diferenga entre os grupos
mesmo aos 60 dias de pos-operatorio. Entretanto o
método de fixagdo utilizado (placa e parafuso) foi
diferente ao que agui se adotou e que sabidamente
promove um tempo de consolidagdo mais longo e sem
formacdo de calo periosteal exuberante. Assim o




método de fixagdo utilizado pode ter influenciado na
diferenca dos resultados.

Semel hante ao observado na avaliagdo radiografica,
os valores densitométricos ndo apresentaram diferenga
entre os momentos do G-controle, mas foi
significantemente diferente entre MO e M60 no G-PRP,
atestando que o PRP aumentou a deposi¢do 6ssea no
foco de fratura elevando os valores de densidade
mineral o6ssea. Silva et al. (2007) também obtiveram

maior média de densidade dssea no grupo tratado aos
45 dias porém sem significancia estatistica.

A superioridade do G-PRP em relagdo ao G-controle
deveu-se, provavelmente, a uma vascularizagio mais
intensa e precoce em fungdo da presenga dos fatores de
crescimento, com estimulo a proliferagdo celular no
foco de fratura, acelerando a deposi¢ido de matriz 6ssea
levando a unido clinica em 80% (4/5) dos animais aos
60 dias mesmo em fraturas experimentais com falha
ossea de 2,0 mm.

a. : \
Figura 1 (a.) - Imagem radiografica de um cido do G-controle aos 60 dias de pds-operatorio (M60) com visivel linha de fratura
proliferagdo periosteal sem formagao de calo em ponte e area de reabsor¢do na lacuna de fratura; (b.) - Imagem radiografica de um
cio do G-PRP aos 60 dias de pds-operatorio (M60) com discreta linha de fratura e calo em ponte (unido clinica).

CONCLUSAO

Conclui-se, nas condigoes deste estudo, que o
Plasma Rico em Plaguetas pode ser utilizado como
terapia adjuvante, pois promove cicatrizagdo Ossea
precoce em fraturas experimentais (gap de 2,0 mm) do
radio de cédes tratadas com fixador esquelético externo.
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