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Resumo

Dentre os substitutos dsseos disponiveis para procedimentos regenerativos, a
hidroxiapatita + 3 tricalcio fosfato (SBC), como material sintético, e a fibrina rica
em plaquetas e leucdcitos (LPRF), como material autélogo, tem obtido destaque.
O objetivo deste trabalho foi avaliar histomorfometricamente em calvaria de
coelhos o potencial de reparo do LPRF isolado e associado ao SBC. Quatro
defeitos de 06 mm de didmetro foram preenchidos com SBC; SBC+LPRF; LPRF
e coagulo. Cinco parametros foram avaliados apds dois meses: area total; area
de osso neoformado; porcentagem de osso neoformado; altura do defeito e
porcentagem de colageno tipo I. Os grupos SBC e SBC+LPRF obtiveram os
maiores valores para duas variaveis (area total e altura do defeito), diminuindo no
grupo LPRF. A variavel porcentagem de osso neoformado apresentou valores
maiores para o grupo Coagulo, nao diferindo do grupo LPRF, mas com valore
superior aos grupos SBC+LPRF e SBC. Portanto, conclui-se que o SBC mostrou-
se mais favoraveis para manutencao de espaco quando comparado ao LPRF

isoladamente, e que a adicdo do LPRF ao SBC evidenciou uma pequena melhora
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na porcentagem de osso neoformado e porcentagem de colageno tipo |, porem

sem diferenga estatistica.

Palavras Chave: substituto ésseo bifasico; hidroxiapatita + B tricalcio

fosfato; fibrina rica em plaquetas e leucdcitos; LPRF.
Introducgao

A regeneracdo do rebordo Osseo reabsorvido tem direcionado as
reabilitacoes implanto suportadas a melhores resultados estéticos e funcionais.
Inimeras técnicas regenerativas estdo descritas na literatura ). O osso
autégeno continua como padrédo ouro de escolha para estes procedimentos por
funcionar como arcabougo para a angiogénese e deposi¢cao da matriz 6ssea além
de possuir ostedcitos viaveis e fatores de crescimento (BMP rh2). Porém, a
quantidade intra oral limitada e a morbidade decorrente de um segundo local
cirargico, tem levado os pacientes a optarem por substitutos 6sseos de outra

origem.

Dentre os substitutos dsseos sintéticos indicados para tais procedimentos,
o Straumman Bone-Ceramic® (SBC) tem se destacado. E um produto 100%
sintético e biocompativel, composto por 60% de hidroxiapatita (HA) e 40% de B
tricalcio fosfato (B-TCP). Suas particulas apresentam porosidade de 90%, com
estes poros variando entre 100-500 um. Segundo Cordaro et al @, sua
biotransformagao ocorre através de um processo bifasico: as particulas de B-TCP
sdo geralmente reabsorvidas nos trés primeiros meses (fase rapida), enquanto
que, as particulas de HA ja envoltas pelo osso lamelar neoformado, sao
reabsorvidas dentro de um periodo de aproximadamente sete meses (fase lenta).
Sua estrutura tridimensional semelhante a do osso humano, expressa uma
propriedade osteocondutora favoravel, permitindo sua utilizacdo em
procedimentos como: regeneragdo dssea ", levantamento de seio maxilar ¢**?,

preservagao alveolar ©7), tratamento de defeitos periodontais intra 6sseos 9.

A fibrina rica em plaquetas e leucécitos (LPRF), por sua vez, foi
apresentada por Choukroun et al como um substituto 6sseo autogeno ' obtido

através do sangue do proprio paciente, e ndo mais através de um segundo local
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cirargico para aquisicdo como necessario para coleta de osso autégeno. Em
outro trabalho, Choukroun et al ' afirmaram que esta membrana de LPRF é
considerada uma segunda geracdo dentre os concentrados plaquetarios, por ser
centrifugada em procedimento unico, a 3000 rpm por 12 minutos, nao exigindo a
utilizagcdo de anticoagulantes, trombina bovina ou agentes de geleificagdo. Com
este processo lento e natural de centrifugacao, trés camadas sao formadas no
interior do tubo: no fundo, uma camada de células vermelhas; no topo uma
camada sobrenadante de plasma acelular pobre em plaqueta; e na regiao
intermediaria a camada de LPRF propriamente dita. Mais de 97% das plaquetas
e mais da metade dos leucdcitos ficam entremeados nesta rede de fibrina,
principalmente localizados nos dois primeiros milimetros préximos a camada
vermelha, sendo esta porgdo, conhecida como “Buffy Coat”’, a parte mais
importante e funcional '®. Sabe-se que a ativacdo plaquetaria e leucocitaria
libera, por um periodo médio de 7 a 11 dias, uma gama de fatores de

crescimento e citocinas imuno inflamatorias (1% 13 14 15.16.17

), principalmente: fator
de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de crescimento transformador
B (TGFp), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de necrose tumoral (TNF) e Interleucinas (IL).
Em fungdo da propriedade cicatricial e moderadora inflamatéria oriunda destas
citocinas e fatores de crescimento, o LPRF tem sido utilizado na forma de plug e
de membrana " nos seguintes procedimentos: preservacdo de rebordo pos-
extracgo (181920 Jevantamento de seio maxilar ?" 22 recobrimentos radiculares

(23, 24). 25, 26)

; correcao de defeitos periodontais ( e regeneracéao de rebordo alveolar

(27,28)

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é avaliar histomorfometricamente o
potencial de reparo 6sseo da fibrina rica em plaquetas e leucécitos (LPRF)
isolada e associada a hidroxiapatita + {3 tricalcio fosfato (SBC) comparando com o

coagulo.
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Materiais e Método

O protocolo utilizado nesta pesquisa foi aprovado pelo CEUA sob parecer
N° 0721/12 — 12 versao. (Anexo 1).Foram utilizados 12 coelhos albinos da raca
“‘New Zealand” (Oryctolagus cuniculus) com aproximadamente 08 meses e peso
médio de 3,5 Kg.

Os coelhos receberam inicialmente por via intramuscular Xilazina (08
mg/kg) associada a Ketamina (30 mg/kg). Foi realizada a tricotomia externamente
a uma orelha e feita assepsia do local. Com um cateter n°® 24G realizou-se
acesso venoso na veia marginal da orelha e foram retirados 06 ml de sangue
venoso. O sangue total foi transferido para um tubo seco de 10 ml sem
anticoagulante e centrifugado a 3000 rpm por 12 min conforme protocolo descrito
por Choukroun e Dohan em 2001 "), Apés o término da centrifugacéo, a porgao
sobrenadante de plasma pobre em plaqueta foi aspirada com uma seringa estéril
e o0 coagulo de LPRF contido na camada intermediaria do tubo foi removido
cuidadosamente com uma pinga. A fina camada de células vermelhas aderida a
base deste coagulo foi delicadamente removida através de uma simples
raspagem com espatula estéril. Este coagulo ja limpo foi submetido a
procedimento compressivo entre duas gazes estéreis com o intuito de remover o
remanescente de plasma criando uma membrana fina, porém resistente (Anexo
2). Esta membrana foi mantida em um pote dappen estéril embebida no liquido

sobrenadante previamente coletado ate 0 momento de sua utilizagéo.

A inducédo anestésica foi feita com Propofol (10 mg/kg) e sua manutengao
com Isofluorano (03%). Para complementagdo anestésica e controle de
sangramento no local do procedimento foi utilizada Lidocaina 02% com
Epinefrina (1:100.000). Uma incis&o longitudinal de aproximadamente 4 cm foi
feita a partir da por¢cdo nasal do occipital em direcdo a orelha, seguida da
elevacao total do retalho. Quatro defeitos cilindricos de 6mm de didmetro foram
preparados até a cortical basal com a utilizacdo de broca trefina sob abundante
refrigeragcao e, para evitar danos a duramater, a remogéo do fragmento 6sseo foi
feita delicadamente com um cinzel. Os defeitos foram preenchidos em sentido
horario com SBC isolado; SBC + LPRF (1:1); LPRF isolado e Coagulo. Apds

sutura do periésteo e da pele foi feita aplicagao topica de PVPI sobre a area



(ANEXO 3). Os animais receberam por cinco dias analgesia com Ketoprofen (05
mg/kg) e controle antimicrobiano com Enrofloxacino (05 mg/kg). Apés 10 dias, as

suturas foram removidas. N&o houve constatagdo de complicagdes cirurgicas.

Os coelhos foram sacrificados ao completarem 08 semanas de poés-
operatorio com aplicagédo de Tiopental Sddico (180 mg/kg) sendo confirmada a
parada cardiorrespiratéria. Apds nova tricotomia e descontaminacao da area
cirdrgica, uma incisao longitudinal com aproximadamente 06 cm foi feita a partir
da porcao nasal do occipital em direcao a orelha, com elevagao de retalho total
para facilitar a remocgao de toda a calvaria contendo os 04 defeitos, que foram

individualizados e colocados em solugéo de formol a 10% (Anexo 4).

Cada uma das 04 porgdes foi devidamente identificada e descalcificada
por 14 dias a temperatura ambiente com EDTA 05%, renovado a cada dois dias.
Apdés a fixacdo em parafina e regularizacdo dos blocos, todos foram
aprofundados em 100 ym para padronizagao dos cortes transversais. As laminas
coradas com “Sirius Red” foram examinadas através de microscopia otica e
fotografadas, sendo a analise histomorfométrica realizada com o auxilio do
software IMAGE PRO PLUS 4.5 (Media Cibernetics Rokville, USA) (Figura 1 e
Figura 2).

Figura 1: corte histologico corado através de Sirius Red. (A) SBC group - Demonstrando abundante tecido de granulagéo
(setas), imagens negativas das particulas de fosfato de calcio bifasico (SBC) removidas durante o processamento, 0sso
nativo (OB) nas bordas dos defeitos delimitado na imagem pela linha pontilhada amarela, e o osso neoformado (NB)
proximo a borda do defeito e na periferia de algumas particulas (*). A variavel area total e altura do defeito foram
superiores neste grupo quando comparado aos grupos C e D. Achados semelhantes foram encontrados no grupo SBC +
LPRF (B), entretanto nao foi observada diferenca na variavel area total e altura do defeito entre os demais grupos. Nos
grupos LPRF (C) e Coagulo (D) vemos escasso tecido de granulagéo e, na extensdo do defeito, o osso neoformado.
(escala de barra de 1000 micrometros)
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Figura 2: corte histolégico corado através de Sirius Red sob luz polarizada na magnificacdo de 400x, sendo representado
em verde o colageno tipo Ill e em vermelho o colageno tipo | ndo havendo diferenca entre os grupos A) SBC isolado; B)
SBC + LPRF (1:1); C) LPRF isolado e D) Coagulo.

Cinco variaveis foram analisadas:

Area Total do Defeito — (um?) Através do software Image Pro Plus 4.5 o
contorno do defeito preenchido foi delimitado manualmente (Anexo 5). Esta
medicao foi realizada em 02 momentos com intervalo de 20 dias como etapa de
calibracdo, sendo que o Teste de Reprodutibilidade de Dahlberg indicou que o
avaliador reproduziu a medida de forma confiavel (Anexo 6). Como o teste T de
Student indicou ndo existir diferenca estatistica significante entre os valores
meédios nos dois momentos (p>0,05) (Anexo 7), evidenciando auséncia de erro

sistematico, optou-se em utilizar os valores da segunda medicao.

Area do Osso Neoformado - Com o auxilio do software ADOBE PHOTO
SHOP-CS 5.1 (ADOBE USA) foram removidas as areas externas da amostra,
osso velho, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e espagos medulares, mantendo
assim, apenas as imagens correspondentes ao novo osso. Através do software
IMAGE PRO PLUS 4.5 foi calculada a area deste novo osso. (Anexo 8)

Percentagem de Formacdo Ossea - é a proporcdo matematica entre a

variavel Area de Osso Neoformado e a variavel Area Total do Defeito.

Altura de Preenchimento do Defeito — € a medida linear entre a borda
superior e inferior do defeito. Através do software IMAGE PRO PLUS 4.5, foram
realizadas 05 medicbes equidistantes, lineares e paralelas entre as bordas do

defeito. Ao final foi gerada uma média entre estes valores. (Anexo 9)

Quantidade de Colageno Tipo | no Osso Novo - As laminas foram

fotografadas em microscopio 6ptico utilizando lente polarizada. Foi desenvolvida
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uma mascara para evidenciar o colageno |. Através do software IMAGE PRO

PLUS 4.5, carregando esta mascara, foi realizado calculo quantitativo. (Anexo 10)

Para a analise estatistica foi utilizado o software SPSS verséo 23.0.
Inicialmente, o poder de reprodutibilidade do examinador foi confirmado com o
Teste de Reprodutibilidade de Dahlberg, utilizando os dados da variavel Area
Total do Defeito. A normalidade dos dados coletados nos quatro grupos para as
cinco variaveis, foi analisada com o Teste de Normalidade de Kolmogorov-
Smirnov. A comparagao dos valores médios foi feita com o Teste ANOVA a um
critério. Quando o Teste ANOVA indicou diferenca nestes valores médios
segundo o grupo, a comparagdo dois a dois foi feita utilizando: Teste de
Comparacgdes Multiplas de Tukey HSD para varidancias homogéneas e o Teste de
Comparagdes Multiplas de Games Howell para varidncias heterogéneas. A
homogeneidade de varidncias entre os grupos foi confirmada com o Teste de
Homogeneidade de Variancias de Levene, adotando 5% como nivel de

significancia.
Resultados

Para a analise neste trabalho, levaram-se em consideracdo os 04 grupos e
as 05 variaveis quantitativas e dependentes. Os resultados descritivos e o0s
resultados dos Testes de Tukey HSD e Games Howel para comparagao dois a
dois podem ser visualizados na Tabela 1. Os Graficos 1A, 1B, 1C, 1D e 1E
demonstram o intervalo de confiabilidade de 95% para as cinco variaveis
analisadas. Os resultados do Teste ANOVA para comparacdo dos valores

médios estio descritos na Tabela 2.



RESULTADOS DESCRITIVOS

VARIAVEL GRUPO MEDIA DESVIO PADRAO V:‘,hgs: cﬁngg&iﬁsﬁ
SBC 10554327.13 4025844.91 A
AREA TOTAL DO DEFEITO SBC + LPRF 7457971.12 1675241.24 0,0002 &2 AB
(km2) LPRF 6069292.29 1825882.53 B
COAGULO 5677352.50 2104751.18 B
SBC 3671752.22 1231052.44 A
AREA DE OSSO SBC + LPRF 3130122.98 689758.15 A
NEOFORMADO (um2) LPRF 3194323.61 662744.46 03742 A
COAGULO 3752667.48 1482990.17 A
SBC 37.81 13.65 A
PORCENTAGEM DE OSSO SBC + LPRF 43.06 10.13 AB
NEOFORMADO LPRF 54.84 10.15 0.0000 BC
COAGULO 66.37 12.91 [
SBC 1864.01 649.20 A
SBC + LPRF 1499.75 218.79 A
ALTURA DO DEFEITO (pm) 0,0000 (2
LPRF 1227.68 239.28 BC
COAGULO 1063.54 225.26 C
SBC 73.24 18.68 A
PORCENTAGEM DE SBC + LPRF 83.88 8.77 0,0536 A
COLAGENO TIPO | LPRF 86.06 6.56 A
COAGULO 76.51 11.36 A

D Comparagoes multiplas baseadas no teste de Tukey HSD
@ Comparagdes multiplas baseadas no teste de Games Howell
3 Letras iguais na coluna de comparagoes multiplas indicam diferenga estatistica nao significante

2 Tabela 1: resultados descritivos das cinco variaveis para os quatro grupos
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ANOVA

Observed

S f St df M Sy F P Vval
um ot Squares ean sSquare alue Power b

AREA TOTAL DO Between Groups ~ 176,221,463,453,940.0000 3  58.740.487.817.979.9000 8.7745  0.0001  0.9913
DEFEITO (um2)

Within Groups 294,554,535,067,782.0000 44  6.694.421.251.540.5100
AREA DE OSSO Between Groups 3,693,836,457,860.0700 3 1.231.278.819.286.6900 1.0638 0.3742 0.2682
NEOFORMADO
(um2) Within Groups 50,927,221,207,702.6000 44  1.157.436.618.356.8800
PORCENTAGEM DE Between Groups 58436772 3 1.947.8924 13.9486 0.0000  0.9999
OSSO NEOFORMADO

Within Groups 6,144.4931 44 139.6476
ALTURA DO DEFEITO  Between Groups 4,408,831.0030 3 1.469.610.3343 10.1823 0.0000  0.9970
(um)

Within Groups 6,350,507.5688 44 144.329.7175
PORCENTAGEM DE Between Groups 1,235.1946 3 411.7315 2.7550  0.0536  0.5578
COLAGENOTIPO |

Within Groups 6,575.7007 44 149.4477

(b) Computed using alpha =,05

Tabela 2: comparagéo dos valores médios feita com o Teste ANOVA a um critério

Como todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o
teste de correlacbes de Pearson (paramétrico) para medir o grau de associagao
entre as variaveis (Anexo 14). A variavel Area Total do Defeito tem correlagéo
positiva forte com a Altura de Preenchimento do Defeito (r = 0,88), positiva
regular com a Area do Osso Neoformado (r = 0,58) e negativa forte com a
Percentagem de Formacdo Ossea (r=-0,64). Isto significa que aumentando a area
total do defeito aumentam também a altura de preenchimento do defeito e a area
do osso neoformado, porém diminui a porcentagem de formagédo Ossea. A
variavel Area do Osso Neoformado tem correlacdo positiva regular com a Altura
Tota do Defeito e Area Total do defeito (r=0,50), ou seja, aumentos da area de
osso neoformado implicam em aumentos da altura do defeito e na area total. A
variavel Porcentagem de Osso Novo tem correlagdo negativa regular com a
Altura do Defeito (r=-0,52). Sendo assim, a percentagem de osso novo diminui a

medida que a altura do defeito aumenta.

Discussao

O Processo de reparo dsseo que ocorre nos procedimentos regenerativos

envolve quatro fases: hemostasia, inflamacao, proliferacao e remodelacao.

Sabemos que os enxertos 0sseos autégenos sao considerados “gold

standard” em funcado de suas propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e

10



N

© 00 N O o A W

11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30

osteogénicas. Entretanto, a quantidade intra oral limitada e a morbidade

decorrente de um segundo local cirurgico, tem restringido sua indicagao.

A hidroxiapatita e o B tricalcio fosfato sintéticos sdo dois substitutos 6ésseos
biocompativeis, com estrutura tridimensional semelhante ao osso humano,
geralmente utilizados em combinagdo e que apresentam propriedade

(29.30. 31,32, 33) '55rém sem capacidade

osteocondutora superior ao 0sso autégeno
indutora ou génica. Sendo assim, um dos grandes desafios da engenharia
tecidual foi tentar descobrir um aditivo cirargico com estas propriedades para ser

utilizado de maneira associada.

A membrana de LPRF foi descrita por Choukroun et al (", como sendo
uma rede de fibrina polimerizada de maneira lenta e natural contendo fatores de
crescimento e citocinas imuno inflamatdrias originadas da ativagéo plaquetaria e
leucocitaria. Estes compostos bioquimicos permanecem ativos e funcionais por
um periodo médio de 7 a 11 dias " tendo o potencial de acelerar o processo

%) moderando a resposta inflamatdria e

g (14.16,17,18)

cicatricial dos tecidos duros e moles

potencializando a atividade anti-infeccios

O objetivo deste trabalho foi avaliar histomorfometricamente o potencial de
reparo 0sseo da fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (LPRF) isolada e
associada a hidroxiapatita + 3 tricalcio fosfato (SBC) comparando com o coagulo,
em defeitos de 6mm de didmetro criados em calvaria de coelhos. Esta medida de
defeito permitiu a comparagdo dos quatro grupos no mesmo animal, evitando o
viés da comparacao entre animais diferentes. A opcao pelo tempo de 2 meses

| ®°) que afirmaram que

para a eutanasia foi embasada no trabalho de Sohn et a
ilhas 6sseas separadas da margem e proximas ao centro do defeito ja podem ser
visualizadas, tendo este osso neoformado uma quantidade moderada de medula

o0ssea e também osso maduro.

Os maiores valores para a variavel Area Total do Defeito e para a variavel
Altura de Preenchimento do Defeito foram identificados nos grupos tratados com
o substituto sintético isolado, seguido pela associagdo com LPRF, diminuindo

para o grupo LPRF isolado. Estes resultados corroboram com a informacao de
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que substitutos 6sseos  sintéticos  funcionam  positivamente = como

osteopreenchedores * %% %67

Referente a variavel Area do Osso Neoformado, ndo houve diferenca
estatistica significante entre os quatro grupos. Estes resultados sdo concordantes
com os apresentados por Knapen et al ®® que utilizaram 04 hemi esferas de 08
mm em titAnio apoiadas sobre defeitos criados em calvaria de coelhos por
periodo de 05 semanas, avaliando grau de formagdo déssea no interior e
velocidade de cicatrizagdo. Pripatnanont et al ©®” também nZo identificaram
diferenga histomorfométrica e radiografica significativa em 08 semanas em
defeitos de 10mm em calvaria de coelhos preenchidos com substituto xen6geno
versus xenogeno + LPRF. Porém, estes resultados foram contrarios aos
observados por Kim et al ®® que compararam em intervalos de 1, 2, 4, 6 ¢ 8
semanas a resposta cicatricial de 02 defeitos de 08 mm criados em calvaria de
coelhos e preenchidos com @3 tricalcio fosfato e hidroxiapatita + LPRF versus
coagulo e em todos estes periodos o grupo tratado com a associagao evidenciou
histologicamente formagcdo oOssea mais evoluida. Entretanto o autor nao
investigou num mesmo animal estes dois materiais de maneira isolada para
saber qual deles em especifico poderia estar favorecendo a cicatrizagao ou se a

associacao dos dois realmente levaria ao beneficio.

A variavel Porcentagem de Osso Neoformado apresentou valores maiores
para o grupo Coagulo, sem diferenca estatistica com LPRF, apenas sendo esta
diferencga significante com SBC e SBC + LPRF respectivamente. Estes resultados
sao coerentes pelo fato de que a area total e altura do defeito sao variaveis que
apresentam correlagédo negativa forte com a porcentagem de formagao ossea
(Tabela 11), ou seja, aumentando a area total ou a altura do defeito diminui o
percentual de osso novo. Estes resultados foram contrarios aos encontrados por
Acar et al ®® que observaram com 08 semanas a superioridade da associagdo

SBC + LPRF, seguida pelo LPRF isolado, SBC isolado e por ultimo o coagulo.

N&o houve diferenga estatistica para a variavel Porcentagem de Colageno

Tipo | (Tabela 7). Resultado semelhante foi encontrado por Bolukbasi et al “?

que
mostraram que apesar de os grupos tratados com LPRF evidenciarem em 10

dias estagio de maturagdo éssea superior, aos 40 dias ja nao havia diferenca

12
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significativa entre os grupos SBC e SBC+LPRF, levando a conclusdo de que o

LPREF seria efetivo apenas nos primeiros estagios da cicatrizacao.

Sendo assim concluiu-se que a hidroxiapatita + J tricalcio fosfato (SBC)
mostrou-se mais favoravel como material osteopreenchedor e osteomantenedor
quando comparado ao LPRF isoladamente. A adicdo do LPRF ao SBC
evidenciou uma pequena melhora na porcentagem de osso neoformado e
porcentagem de colageno tipo |, porem esta melhora ndo foi estatisticamente
significante. Isoladamente, o LPRF nao evidenciou beneficio significante para
neoformacao ou maturacdo Ossea. Levando em consideracdo os limites do
presente trabalho, outros estudos precisam ser feitos com distintos intervalos de
tempo para a eutanasia, incluindo uma analise histomorfométrica qualitativa e
nao apenas quantitativa, assim como uma analise por micro tomografia

computadorizada.
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ANEXOS

Pontificia Universidade Catélica do Parana
Nucleo de Bioética
Comité de Etica no Uso de Animais

PUCPR

Curitiba, 02 de agosto de 2012.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 721 ~ 1* versfio

ﬂwwoomwo:mmammomamnamm
de Choukroun isolada e associada a0 N bone ceramic

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eduardo Ferrucio

EQUIPE DE PESQUISA: Eduardo Ferrucio, Vinicius Tramontina

INSTITUICAO:
Pontificia Universidade Catdlica do Parana

ESCOLA / CURSO:

Escola da Sa(de e Biociéncias
ESPECIE DE ANIMAL SEXO | IDADE/PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE
Coelho Macho | Adultos/25a Cc 20

3kg

O colegiado do CEUA em reunido no dia 02/082012, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as
suas justificativas.

Se houver mudanga do protocolo 0 pesquisador deve enviar um relatério ao CEUA-PUCPR
descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo
inicia-la antes de receber a autorizagao formal para a sua realzago. O documento que autoriza o
inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsével da instituicio e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em quaiquer

PB4

ANEXO 1: parecer de aprovagao do comité de ética.
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ANEXO 2: A) cateter n°24G na veia marginal da orelha para coleta de 06ml de sangue; B) tubo sem anticoagulante
contendo sangue posicionado na centrifuga regulada a 3000rpm por 10 minutos; C) apds centrifugagdo, formagéo de 3
camadas no interior do tubo: na parte inferior uma camada de células vermelhas, na parte superior sobrenadante o plasma
pobre em plaquetas e entre elas o LPRF propriamente dito; D) remog&o cuidadosa do LPRF na forma de plug do interior
do tubo e remogdo da camada vermelha aderida a na sua base; E) membrana de LPRF formada apds procedimento de
compressao entre gazes estéreis.

ANEXO 3: A) cateter n°24G na veia marginal da orelha para procedimento anestésico; B) cranio tricotomizado e
descontaminados com digluconato de clorexidina 0,2%; C) incis&o longitudinal com elevagéo de retalho mucoperiostal e
exposicdo do osso da calvaria; D) criagdo de quatro defeitos de 6mm; E) defeitos preenchidos em sentido horario com
SBC isolado, SBC + LPRF (1:1), LPRF isolado e Coagulo. F) sutura continua com fio 5.0 mononylon e aplicagéo topica de
PVPL.
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ANEXO 4: A) vista interna da calvaria removida evidenciando a posigdo dos quatro defeitos; B) vista externa da calvaria
removida demonstrando dificuldade de identificagdo dos defeitos; C) apds tomografia, orientado pela vista interna da
calvaria, os quatro defeitos foram individualizados e submetidos aos procedimentos laboratoriais de descalcificagéo,
emblocamento, corte e coloragéo.

ORWN -~

ANEXO 5: Software Image Pro Plus 4.5 A) no menu “spacial calibration” foi selecionado “calibragdo do scanner”; B) no
menu “measurements” foi utilizada a ferramenta “Create polygon feature”; C) apds delimitar area manualmente o valor em
um? aparece automaticamente no campo “value”.

OooN O

TABELA 1 - VARMAMCIA TOTAL VARIAMCIA DO ERRO, ERRO DE DAHLEERD, COEFICIENTE DE
CONFIABILIDADE E COEFICIENTE DE CORRELACAD DE PEARSOMN PARA A VARAVEL
AREA TOTAL

WARLAVEL VARIAMCIA TOTAL B | WARIANCY, | ERRODE | COEF COEF
ERRO 507 | DALBERG | COMFIAR | CORREL (%)
%) ke

Aro tobal B 2BEL0G00RTE, D EOEII06E 10 0, D00 0 SR 99 ar

FONTE: Disdoss da pesquiss

1
1
1

o

1 ANEXO 6: Teste de Reprodutibilidade de Dahlberg para calculo da variancia total, variancia do erro, erro de Dahlberg,
2 coeficiente de confiabilidade e coeficiente correlagao de Pearson para a variavel Area Total do Defeito
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TABELA 2 - ESTATISTICAS DESCRITIVAS DA VARIAVEL AREA TOTAL

Varidvel Média n Desyio padrdo
Area fotal 11 10718868,9321 56 13469324 ,5989
Area total £ 10713040,8286 56 13456905 5522
Fonte: dados da pesqguisa
TABELA 3 - TESTE T DE STUDENT PARA AMOSTRAS EMPARELHADAS
Diferenca emparelhada
Intervalo de confianga
Waridvel Médi Desvio Erro {95%) da diferenca de t GL. | Valorp
edia Padr3o Padrio medias
Ll LS.
Area total t1 -
Areatotaltz | 5828,0536 | 37166,1456 | 4966,5351| -4125,1052 | 15781,2124| 1,1735| 55| 02457

Fonte: dados da pesquisa

ANEXO 7: Teste t de Student para amostras emparelhadas avaliando o erro sistematico de uma variavel medida em dois

momentos distintos

ANEXO 8: Software Image Pro Plus 4.5 A) no menu “spacial calibration” foi selecionado “calibragdo do scanner’ no menu
“count / size” foi selecionado “select colors”; B) na janela “segmentation” foi clicado em “file” e depois em “load file” para
selecionar a mascara previamente criada; C) mascara evidenciando a selegédo de toda a area 6ssea contida na imagem;
D) na janela “count / size” foi clicado em “count” e o valor em pm? aparece automaticamente no campo “sum’”.
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ANEXO 9: Software Image Pro Plus 4.5 A) no menu “spacial calibration” foi selecionado “calibragdo do scanner”; B) no
menu “measurements” foi utilizada a ferramenta “create click and drag line feature”; C) apds delimitar manualmente 5
linhas paralelas o valor em uym aparece automaticamente no campo “length”.

Lt PR T R P Ty L Tery P ARFE Al 20k R AR ) SEdn SR

ANEXO 10: Software Image Pro Plus 4.5 A) no menu “spacial calibration” foi selecionado “OBJ 40x LPE” e no menu
“count/size” foi selecionado “select colors”; B) na janela “segmentation” foi clicado em *“file” e depois em “load file” para
selecionar a mascara previamente criada; C) mascara sendo carregada; D) na janela “count / size” foi clicado em “count”,
evidenciando na imagem em vermelho o colageno tipo | e em verde o colageno tipo Ill, aparecendo automaticamente a
percentagem no campo “% sum”.
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ANEXO 11: testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk evidenciando variaveis com distribuigdo normal

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic | df1 df2 Valorp
Média Area Total (um?) 5,068 3 44 0,0042
Area do 0ss0 novo (um?) 5769 3 44 0,0020
Percentagem de novo 0sso 553 3 44 00,6489
Média da altura do defeito {um) 8,604 3 44 0,0001
’:jg'gae:i ?is[]cle nagem de 5817 3| a4 0,0019

Valor p= 0,05 indica varidncias heterogéneas

Anexo 12 — teste de Levene realizado para avaliar homogeneidade das variancias.



Correlagbes de Pearson

Média Area do o t M:diadda Medita da
Area Tatal | asso nove |Fercentagem| altura do |percentagem
2 2 de novo osso| defeito | de colageno
(W) {urm) fum) tipo |
Correlagio de - - -
] Pearsan 1 578 - 644 875 -212
|Média Area Total (Micrometros quadrados) valorp 000 000 000 148
N 48 48 48 48 48
Correlagio de “ "
) Pearsan 578 1 170 503 - 062
Area do 0330 novo (Micrometros quadrados)  yiarp 000 248 000 675
N 48 43 48 48 48
Correlagio de " .
Pearson - 644 70 1 - 522 050
Percentagem de nowvo osso Valorp 000 240 000 738
N 43 43 48 48 48
Correlagio de " " -
) Pearsan 875 503 -522 1 - 0az2
|Média da altura do defeito (Micrometros) valorp 000 000 000 579
N 48 48 48 48 48
Correlagdo de 212 -062 050  -pez2 1
3 Pearson
|Media da percentagem de colageno tipo | valorp 148 678 738 579
N 43 43 43 48 48

** Acorrelagio é signﬁcativa nao nivel 0,01 {bilateral).

ANEXO 13 - teste de Pearson realizado para medir o grau de associagao entre duas variaveis.
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Abstract
Among the bone substitutes available for regenerative procedures,

hydroxyapatite + B tricalcium phosphate (SBC), as synthetic material, and the
leukocyte and platelet rich fibrin (LPRF) as autologous material, have stood out.
The objective of this study was to evaluate histomorphologically, in rabbit calvaria,
repair potential of LPRF alone and associated with the SBC. Four defects of 06
mm diameters were filled with SBC; SBC+LPRF; LPRF and clot. Five parameters
were evaluated after two months: defect area; newly formed bone area;
percentage of bone formation; height of filling defect and percentage of collagen I.
The SBC and SBC + LPRF groups had the highest values for two variables
(defect area and height of filling defect), reducing in the LPRF group. The variable
percentage of bone formation showed higher values for Clot group, not differing
from the LPRF group, but with higher values for the SBC + LPRF and SBC groups
(p<0.05). Therefore, it is concluded that the SBC was more favorable for space

maintenance, when compared to LPRF alone, and that the addition of LPRF to
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the SBC showed a slight improvement in the percentage of newly formed bone

and percentage of collagen 1, however having no statistic difference.

Key words: biphasic bone substitute; B hydroxyapatite tricalcium

phosphate; leucocyte and platelet rich fibrina; LPRF.

INTRODUCTION

The regeneration of the resorbed bone ridge has directed the implant
rehabilitations to best aesthetic and functional results, where many regenerative
techniques have been described in literature (1). The autogenous bone remains as
gold standard of choice for these procedures not only for working as a framework
for angiogenesis and deposition of bone matrix, but also for having viable
osteocytes and growth factors (BMP rh2). However, the limited intra oral quantity
and morbidity resulting from a second surgical site, has led patients to choose

bone substitutes rather than other sources.

Among the synthetic bone substitutes suitable for such procedures,
Straumman Bone-Ceramic® (SBC) has stood out. It is a 100% synthetic,
biocompatible product composed of 60% hydroxyapatite (HA) and 40%
tricalcium phosphate (TCP-B). Its particles have porosity of 90%, with these pores
ranging between 100-500 uM. According to Cordaro et al (%), its biotransformation
occurs in a two-phase process: the B-TCP particles are generally resorbed within
the three first months (fast phase), while the HA particles, already wrapped by
newly formed lamellar bone are resorbed in a period of about seven months (slow
phase).lts three-dimensional structure similar to that of human bone, expresses a
favorable osteoconductive property, allowing its use in procedures such as: bone

2,3,4,5

regeneration (1), maxillary sinus lifting ( ), alveolar preservation (6'7), treatment

of intrabony periodontal defects ).

The leucocyte and platelet rich fibrin (LPRF), in turn, was shown by
Choukroun et al as an autogenous bone graft ('°) obtained out of the patient's own
blood, not through a second surgical site, as necessary, to collect autogenous

bone. In another study, Choukroun et al "' state that this LPRF membrane is
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considered to be a second generation among the platelet concentrates, being
centrifuged in a single procedure at 3000 rpm for 12 minutes, not requiring the
use of anticoagulants, bovine thrombin or gelling agents. With this slow natural
process and centrifugation, three layers are formed inside the tube: the bottom, a
layer of red cells; the top a floating layer of acellular plasma poor in platelet; and
the middle layer the LPREF itself. More than 97% of the platelets and more than
half of the leukocytes get enmeshed in this network of fibrin, located mainly in the
first two millimeters, close to the red layer, being this portion known as "Buffy
Coat", the most important and functional part ('?). It is known that platelet and
leukocyte activation releases, for an average period of 7 to 11 days, a range of

growth factors and immune inflammatory cytokines (' 13 14 15 16.17

), in particular:
platelet derived growth factor (PDGF), transforming growth factor B (TGFp),
insulin-like growth factor (IGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), tumor
necrosis factor (TNF) and interleukin (IL). Due to the healing property and
moderating inflammatory deriving from these cytokines and growth factors, the
LPRF has been used in the form of plug and membrane (') in the following

procedures: preserving post-extraction rim (892%); 21, 22y,

23, 24

lifting maxillary sinus (

root coatings ( 25, 26)

(27,28).

); repair of periodontal defects ( and alveolar regeneration

Thus, the objective of this study is to evaluate histomorphometrically the
potential of bone repair of leucocyte and platelet rich fibrin ( LPRF) alone and
associated with hydroxyapatite + 3 tricalcium phosphate (SBC ) compared to the

clot, in rabbit calvaria.
Materials and Method

The used protocol in this study was approved by CEUA under number
0721/12 - 1st version (Appendix 1). 12 New Zealand white rabbits (Oryctolagus

cuniculus) approximately 08 months old and weighing about 3.5 kg were used.

The rabbits received initially Xylazine (08 mg/kg) associated with Ketamine
(30 mg/kg) intramuscularly. A trichotomy was performed externally in an ear
followed by a local asepsis. With a 24G catheter, venous access was carried out

in the marginal ear vein and 06 ml of venous blood were drawn. The whole blood
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was transferred to a 10 ml dry tube without anticoagulant and centrifuged at 3000
rom for 12 min, following the protocol described by Choukroun and Dohan 2001
(") After centrifugation, with a sterile syringe, the supernatant part containing the
plasma which is poor in platelet (serum) was aspirated and, with the aid of a
hemostat, the LPRF clot at the middle part was carefully taken up from the tube. A
thin layer of red cells, adhered to the base of this clot, was gently removed by
simple scraping with a sterile spatula. This clean clot was exposed to a
compressive procedure between two sterile gauzes in order to remove the
remaining plasma, creating a thin, but resistant membrane (Appendix 2). From
this preparation, up to the time of use, this membrane was kept in a sterile dappen

pot, soaked in supernatant liquid previously collected.

Anesthetic induction was performed with Propofol (10 mg / kg) and its
maintenance with Isoflurane (03 %). For anesthetic supplementation and bleeding
control, 02% Lidocaine was used together with Epinephrine (1: 100,000). A
longitudinal incision, approximately 4 cm, was performed from the nasal part of
the occipital toward the ear, followed by the total flap elevation. Four cylindrical
critical defects of 6mm were prepared up to the cortical basal by using trefina drill
under abundant refrigeration and, to avoid damage to the duramater, the bone
fragment was delicately performed with a chisel. Defects were filled in a clockwise
direction with SBC alone; SBC + LPRF (1:1); LPRF alone and clot. After
periosteum and skin suturing, topical application of PVPI was performed in the
area. (APPENDIX 3). For 5 days, the animals received Kertoprofen (05 mg/kg) for
pain control and Enrofloxacin (05 mg/ kg) for antimicrobial control with. After 10
days, the sutures were removed. There were no findings of surgical

complications.

The rabbits were euthanized after 08 weeks of healing with application of
Thiopental Sodium (180mg/kg) being the cardiorespiratory arrest confirmed. After
a new trichotomy and skull asepsis, a longitudinal incision of about 06 cm was
performed from the nasal part of the occipital toward the ear, followed by the total
flap elevation to facilitate removal of the entire calvarium containing 04 defects,

which were individualized and put into 10% formalin solution (Appendix 4).

30



N OO a0 A WN -

A Ao
o OhWN-OW

Each one of the 04 parts had been identified and decalcified for 14 days
at room temperature with 05% EDTA, renewed once every other day. After
fixation in paraffin and regularization of blocks, all of them were detailed in 100um
for slide standardization. The stained slides with "Sirius Red" were examined by
optical microscopy and photographed, and histomorphometrically analyzed with
the help of IMAGE PRO PLUS 4.5 software (Media Cibernetics Rokville , USA
)(Image 1 and Image 2) .

C [

Image 1: histological section stained through Sirius Red. (A) SBC group — showing abundant granulation tissue (arrows),
negative images of biphasic calcium phosphate particles removed during processing (stars),old bone (OB) on the rim
defect limited in the image by the dotted yellow line, and the newly formed bone (NB) close to the rim defect and the
periphery of some particles. The variable total area and the height of the defect were higher in this group compared to
groups C and D. Similar findings were found in SBC + LPRF (B) group, however there was no difference in the variable
total area and the defect height among the other groups. In LPRF groups (C) and Clot (D) we can notice sparse granulation
tissue on the defect length and the newly formed bone. (Bar Scale of 1 000 micrometers)

Image 2: histological section stained through Sirius Red under polarized light 400x magnified, being the Collagen IlI
represented by green and in red Collagen |, having no difference between the groups A) SBC alone; B) SBC+LPRF (1:1);
C) LPRF alone e D) Clot.

Five variables were analyzed:
Defect Area (um2) - Through Image Pro Plus 4.5 software, the outline of
the filled defect was defined manually (Appendix 5). This measurement was

performed in 02 different moments at a 20-day break as a calibration step,
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wherein the Dahlberg Reproducibility Test indicated that the evaluator reproduced
the measure reliably (Appendix 6). As the Student’s T test indicated that there
was no significant statistical difference between the average values in the two
periods (p> 0.05) (Appendix 7), showing lack of systematic error, it was decided to
use the second measurement values.

Newly Formed Bone Area - With the aid of Adobe Photo Shop CS 5.1
software (Adobe USA), the slide image was treated by removing the sample outer
areas, old bone, connective tissue, blood vessels and medullary spaces, thus
keeping only the corresponding images to the newly formed bone. Through
IMAGE PRO PLUS 4.5 software, the area of this new bone was calculated.
(Appendix 8)

Percentage of Bone Formation — it is the mathematical ratio between the
variable Newly Formed Bone Area and the variable Defect Area.

Height of Filling Defect — it is the linear measure between the top and
bottom ridge of the defect. Through IMAGE PRO PLUS 4.5 software, there were
05 equidistant, linear and parallel measurements of the defect walls. At the end,
an average of these values was generated. (Appendix 9)

Quantity of Collagen | in Newly Formed Bone - The slides were
photographed under an optical microscope using polarized lens. A mask was
developed to show the difference between Collagen | and Collagen Ill. Through
Software IMAGE PRO PLUS 4.5, carrying this mask, quantitative calculation of
the Collagen | was conducted. (Appendix 10)

For statistical analyses, the software SPSS version 23.0 was used. Initially,
the examiner reproducibility power was confirmed with the Reproducibility
Dahlberg test, using the data of the variable Defect Area. The normality of the
collected data in the four groups for the five variables was analyzed with Normality
Test Kolmogorov-Smirnov. The comparison of the average values was done with
ANOVA test for one criterion. When the ANOVA test indicated a difference in
these average values the two-by-two comparison was made using: Tukey HSD
Multiple Comparisons Test for homogeneity of variances and the Comparison
Multiple Test of Games Howell for heterogeneous variances. The homogeneity of
variances among groups was confirmed with the Levene’s Test of Homogeneity

Variances, adopting 5 % as level of significance.
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Results

For the analysis of this study, 04 groups and 05 quantitative and dependent

variables were taken into account. The descriptive results and the results of Tukey

HSD Tests and Games Howel for pair comparison can be seen in Table 1. The

Graphics 1A, 1B, 1C, 1D and 1E show 95% confidence interval for five analyzed

variables. The ANOVA test results for comparison of average values are reported

in Table 2.
DESCRIPTIVE RESOULTS
MULTIPLE
STANDARD (P) VALUE
VARIABLES GROUP MEAN VALUE DEVIATION ANOVA COMPARISONS
SBC 10554327.13 4025844.91 A
SBC + LPRF 7457971.12 1675241.24 AB
Defect Area (um2) 0,0001 (@
LPRF 6069292.29 1825882.53 B
Clot 5677352.50 2104751.18 B
SBC 3671752.22 1231052.44 A
Newly Formed Bone Area  SBC + LPRF 3130122.98 689758.15 A
0,3742
(um2) LPRF 3194323.61 662744.46 A
Clot 3752667.48 1482990.17 A
SBC 37.81 13.65 A
¢ SBC + LPRF 43.06 10.13 AB
Percent_ageoo Bone 0,0000 ®
Formation (%) LPRF 54.84 10.15 BC
Clot 66.37 12.91 C
SBC 1864.01 649.20
Height of Filling Defect SBC + LPRF 1499.75 218.79 A
eight of Filling Defec 0,0000 @
(um) LPRF 1227.68 239.28 BC
Clot 1063.54 225.26 c
SBC 73.24 18.68 A
P £ Col SBC + LPRF 83.88 8.77 A
0ercentageo Collagen | 0,0536
(%) LPRF 86.06 6.56 A
Clot 76.51 11.36 A

(O Multiple comparisons based on Tukey HSD test
() Multiple comparisons based on Games Howell test
() Equal letters on the multiple comparisons column indicate a non significant statistical difference

Table 1: Descriptive results of the five variables for the four groups
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Graph 1: 95% confidence interval for the variables; A) Defect Area; B) Newly
Formed Bone Area; C) Percentage of Collagen I; D) Height of Filling Defect; E)

Newly Formed Bone Percentage.
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ANOVA

Observed

f f M F P Val
Sum of Squares d ean Square Value Powerb

Defect Area (um2) Between Groups  176,221,463,453,940.0000 3 58.740.487.817.979.9000  8.7745 0.0001 0.9913

Within Groups 294,554,535,067,782.0000 44 6.694.421.251.540.5100

Newly Formed Bone  Between Groups 3,693,836,457,860.0700 3 1.231.278.819.286.6900  1.0638  0.3742 0.2682
Area (pm2)

Within Groups 50,927,221,207,702.6000 44 1.157.436.618.356.8800
Percentage of Bone  Between Groups 5,843.6772 3 1.947.8924 13.9486 0.0000  0.9999
Formation (%)

Within Groups 6,144.4931 44 139.6476
Height of Filling Between Groups 4,408,831.0030 3 1.469.610.3343 10.1823  0.0000 0.9970
Defect (um)

Within Groups 6,350,507.5688 44 144.329.7175
Percentage of Between Groups 1,235.1946 3 4117315 2.7550 0.0536  0.5578
Collagen |

Within Groups 6,575.7007 44 149.4477

(b) Computed using alpha = ,05

Table 2: comparison of the average values performed by the ANOVA test to one

criterion

Since all variables showed normal distribution, Pearson correlation test
was used (parametric) to measure the degree of association between variables
(Appendix 14). The variable Defect Area has a strong positive correlation with
Height of Filling Defect (r = 0.88), regular positive with the Newly Formed Bone
Area (r = 0.58) and strong negative with Percentage of Bone Formation (r = -0 ,
64) . This means that increasing the defect area also increases the height of filling
defect and the newly formed bone area, but decreases the percentage of bone
formation. The variable Newly Formed Bone Area has regular positive correlation
with the Height of filling defect (r = 0.50), that is, increases in the newly formed
bone area lead to increases in the height of filling defect and in the defect area.
The variable Percentage of Bone Formation has regular negative correlation with
the height of filling defect (r = -0.52). Thus, the percentage of bone formation

decreases as the height of filling defect increases.

Discussion

The bone healing process which occurs in the regenerative procedures

involves four phases: hemostasis, inflammation, proliferation, and remodeling.
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It is known that autogenous bone grafts are considered "gold standard" due
to their osteoconductive, osteoinductive and osteogenic properties. However, intra
oral limited quantity and morbidity resulting from a second surgical site, has

restricted its indication.

Hydroxyapatite and [ tricalcium synthetic phosphate are both
biocompatible bone substitutes, with three-dimensional structure similar to the
human bone, generally used in combination and which have osteoconductive

property superior to autogenous bone (*% 30313233

), but without inducing or gene
capacity. Thus, one of the great challenges of tissue engineering has been trying
to figure out a surgical additive with these properties to be used in an associated

way.

The LPRF membrane was described by Choukroun et al ('), as a
polymerized fibrin network in a slow and natural way, containing growth factors
and immune inflammatory cytokines originated from platelet and leukocyte
activation. These biochemical compounds remain active and functional for an
average period of 7 to 11 days ( ™® ’having the potential to accelerate the healing
process of hard and soft tissue ( **), moderating the inflammatory response and
enhancing the anti -infective activity (4 ¢ 17 18)

The aim of this study was to evaluate histomorphometric bone repair of
the leukocytes and platelets rich fibrin (LPRF) alone and associated with
Hydroxyapatite + B phosphate tricalcium (SBC) compared to the clot, in critical
defects of 6mm of diameter made in the calvaria of rabbits. The choice of a two-
month period for the euthanasia was based on the work of Sohn et al ®® which
stated that bone islands separated from the margin and close to the defect center
can already be seen, having this newly formed bone a moderate amount of bone

marrow and also mature bone.

The higher values for the variable Defect Area and defect Height of Filling
Defect were identified in the treated groups with isolated synthetic substitute,
followed by association with LPRF decreasing to isolated LPRF group. These
results corroborate the information that synthetic bone substitutes work positively

as osteofillers (2> 3456.7).
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Referring to the variable Newly Formed Bone Area, there was no
statistically significant difference among the four groups. These results are
consistent with those presented by Knapen et al ®® that use 04 titanium
hemispheres of 08 mm supported on defects created in rabbit calvaria in a 05-
week period, evaluating the degree of bone formation inside and also the healing
speed. Pripatnanont et al ®”) also found no significant difference in radiographic
and histomorphometric analysis in 08 weeks when compared xenogeneic
substitute versus xenogeneic + LPRF filling critical defects 10mm in rabbit
calvaria. These results were contrary to those reported by Kim et al ®® compared
to intervals of 1, 2, 4, 6 and 8 weeks healing response of 02 defects of 08 mm
created in rabbit calvaria and filled with 3 tricalcium phosphate and hydroxyapatite
+ LPRF versus clot and in all these periods the group treated with the combination
showed histologically more advanced bone formation. However, the author has
not investigated in the same animal these two materials in isolation, to find out
which one in particular could be favoring healing or if the combination of the two

would really lead to benefit.

The variable percentage of bone formation showed higher values for Clot,
with no statistical difference with LPRF, just being this difference significant with
SBC and SBC + LPRF respectively. These results are consistent to the fact that
the defect area and height of filling defect are variables that have a strong
negative correlation with percentage of bone formation (Table 11), i.e. increasing
the defect area or height of filling defect decreases percentage of bone formation.
Anyway, these results were contrary to the findings of Acar et al ®® that observed
with 08 weeks the superiority of SBC + LPRF association, followed by LPRF

alone, SBC alone and finally the clot.

There was no statistical difference for the variable percentage of collagen
| (Table 7). A similar result was found in the work of Boliikbasi et al “? which
showed that in 10 days the treated groups LPRF showed higher bone maturation
stage, but after 40 days there was no significant difference between groups (SBC
and SBC + LPRF), leading to the conclusion that the LPRF would be effective

only in the early stages of healing.
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Therefore, it was found that hydroxyapatite + B tricalcium phosphate
(SBC) was more favorable as filing of bone defect material and space
maintenance when compared to LPRF alone. The addition of LPRF and SBC
showed a slight improvement in the percentage of newly formed bone and
percentage of collagen 1, however this improvement was not statistically
significant. Alone, LPRF showed no significant benefit for bone new formation or
maturation. Taking into account the limits of this research, other studies must be
carried out with time intervals for euthanasia, including, a qualitative
histomorphometric analysis, not only a quantitative one, as well as micro

computed tomography analysis.
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APPENDICES

Pontificia Universidade Catélica do Parana
Nucleo de Bioética
Comité de Etica no Uso de Animais

Curitiba, 02 de agosto de 2012.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 721 ~ 1* versfio

ﬂwwoomo:mmammomamhuumm
de Choukroun isolada e associada a0 N bone ceramic

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eduardo Ferrucio

EQUIPE DE PESQUISA: Eduardo Ferrucio, Vinicius Tramontina

INSTITUICAO:

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

ESCOLA / CURSO:

Escola da Sa(de e Biociéncias
ESPECIE DE ANIMAL SEXO | IDADE/PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE
Coelho Macho | Adultos/25a Cc 20

3kg

O colegiado do CEUA em reunido no dia 02/082012, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as
suas justificativas.

Se houver mudanga do protocolo 0 pesquisador deve enviar um relatério ao CEUA-PUCPR
descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo
inicia-la antes de receber a autorizagao formal para a sua realzago. O documento que autoriza o
inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsével da instituicio e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em quaiquer

PB4 R

APPENDIX 1 - Document approved by the Ethics Committee.
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APPENDIX 2 - A) 24G catheter in the marginal ear vein to collect 06ml of blood;
B ) tube without anticoagulant, containing blood placed in the centrifuge at 3000
rpm for 10 minutes; C) after centrifugation, formation of three layers inside the
tube: the lower layer of red cells, the upper layer the platelet-poor plasma
supernatant and between them the LPREF itself; D ) careful removal of the LPRF in
the form of plug and removal of the red layer adhered to its base; E) LPRF
membrane formed after compression procedure between sterile gauzes.
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APPENDIX 3 - A) 24G catheter in the marginal ear vein for anesthesia B)
trichotomized and decontaminated skull with chlorhexidine gluconate 0.2 %; C )
longitudinal incision with mucoperiostal flap elevation and bone calvaria
exposure; D) creation of four 6mm defects ; E) clockwise filled defects with SBC
alone, SBC + LPRF ( 1: 1), LPRF alone and Clot; F) continuous surgical thread
mononylon 5.0 and topical application of PVPI.

42



NOoO ok wWwN-

i L .

APPENDIX 4: A) Inside view of removed calvaria showing the position of the four
defects; B) External view of the removed calvaria showing the difficulty in the
defect identification; C) guided by internal view of the calvaria, the four defects
were individualized and submitted to descaling, embedment, cutting and coloring
procedures
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APPENDIX 5: Software Image Pro Plus 4.5 A) on the menu “spacial calibration”,
“scanner calibration” was selected; B) on the menu “measurements” the tool
“Create polygon feature” was used; C)
after manually defining the value area in um2, automatically appears “ value" .
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TARELA 1 - VARIMMCIA TOFAL. VARMMNCIA DO ERRO, ERAD OE DAHLEERG, COEFICIENTE DE
COMFIABILIDADE £ COEFICIENTE DE_CORRELACAD DE PEARSDM PARA A VARIAVEL

AREA TOTAM
WARLAVEL WARIARCIA TOTAL 52 WARIANCEA ERRD DE COEF GOEF
[RRD S DALBERG | COMPIAD | CORREL (%)
%) (%)
Aurosy tobal TEHRL0DO0N0NE 1B, 0 EREEITI06H 18 [ERE I T 99 Ry

FONTE. Duasclows o persaquiss

APPENDIX 6: Dahlberg Reproducibility test to calculate the total variance, error
variance, Dahlberg error, reliability coefficient and Pearson coefficient correlation

for the variable Defect Area.

TABELA 2 - ESTATISTICAS DESCRITIVAS DA VARIAVEL AREA TOTAL

Variavel Média n Desvio padrio
Area fotal 11 10713868,9321 56 13469324,5989
Area total t2 10713040,8286 56 13456905 5523
Fonte: dados da pesquisa
TABELA 3 - TESTE T DE STUDENT PARA AMOSTRAS EMPARELHADAS
Diferenga emparelhada
Intervale de confianga
Varidvel L, Desvio Erro {85%) da diferencga de t GL. | Valorp
Media Padrio Padrio medias
Ll LS.
Area total {1 -
Areatotalto | 5828,0536 | 37166,1456 | 4966,5351| 41251052 | 15781,2124| 1,1735| 55| 02457

Fonte: dados da pesquisa

APPENDIX 7: Student’s T test for paired samples evaluating the systematic error

of a variable, measured in two distinct times.
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APPENDIX 8: Software Image Pro Plus 4.5 A) on the menu “spacial calibration”,
“scanner calibration” was selected, on the menu “count / size”, “select colors” was
selected; B) on the window “segmentation”, “file” was clicked and after that “load
file” to select the previously created mask; C) mask showing the selection of the

entire bone area contained in the image; D) on the window “count / size”, “count”
was clicked and the value in um? automatically appears on the “sum” field.

————— — —— e mr——

APPENDIX 9: Software Image Pro Plus 4.5 A) on the menu “spacial calibration”,
“scanner calibration” was selected; B) on the menu “measurements”, the tool
“create click and drag line feature” was used; C) after manually defining five
parallel lines, the value in um automatically appears on the “length” field.
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APPENDIX 10: Software Image Pro Plus 4.5 A) on the menu “spacial calibration”,
“OBJ 40x LPE” was selected and on the menu “count/size”, “select colors” was
selected; B) on the window “segmentation”, “file” was clicked and after that in
“load file” to select the mask previously created; C) mask being charged; D) on

the window “count / size”, “count” was clicked, showing in the red image Collagen
1 and in green Collagen lll, automatically showing the percentage in the “sum”

field.
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APPENDIX 11: Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk tests, showing variables with

normal distribution.
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Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic | df1 df2 Walorp
Média Area Tatal (um?) 5,068 3 44 0,0042
Area do 0550 novo (um?) 5,769 3 44 0,0020
Percentagem de novo 0ss0 563 3 44 064589
Média da altura do defeito {um) 8604 3 44 0,0001
'C“Lel:'gaeﬁi ﬁg;cle ntagem de 5,317 3| m 0,0019

Valor p = 0,05 indica varidncias heterogéneas

APPENDIX 12 — Levene’s test performed to evaluate variance homogeneity.

Correlagbes de Pearson

Média Area do o t Ml?diadda I'v'ledita da
Area Tatal | asso nove | ercentagem| altura do |percentagem
5 3 de novo 0sso| defeito | de colageno
(um?) (Wm7y fum) tipo |
Correlagio de - - -
) Pearsan 1 578 - 644 875 - 212
|Media Area Total (Micrometros quadrados) valorp 000 000 000 148
N 48 48 48 48 43
Correlagio de " -
) Pearson 578 1 70 503 -062
Area do 0ss0 novo (Micrometros quadrades)  yaior p 000 248 000 6878
N 48 48 43 43 43
Correlagio de - -
Pearson -644 70 1 -522 050
Percentagem de novo 0sso valorp 000 240 000 738
N 43 48 43 43 43
Correlagio de " . .
) Pearson 875 503 -522 1 -082
|iMédia da altura do defeito {Micrometros) valorp 000 000 000 579
N 48 48 48 48 43
Conelagio de 212 -082 050(  -p82 1
o . Pearson
|Média da percentagem de colageno tipo | valor p 148 878 738 579
N 48 48 48 43 48

= Acorrelagdo é significativa no nivel 0,01 (bilateral).

APPENDIX 13 — Pearson’s test performed to
between the two variables.

measure the degree of association
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