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Resumo 

 
Melo LGN. Influência da associação do plasma rico em plaquetas ao enxerto 

de osso autógeno no reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico em calvárias 

de coelhos. Estudo histológico e histométrico. [tese]. Araçatuba: Faculdade de 

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007. 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, histologicamente, a influência da 

associação do plasma rico em plaquetas (PRP) ao enxerto de osso autógeno (OA) no 

reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico (DTC) em calvárias de coelhos. Sessenta 

coelhos foram divididos em 3 grupos: C (controle), OA (osso autógeno) e OA/PRP (osso 

autógeno associado ao plasma rico em plaquetas). Um defeito de tamanho crítico, 

com 15 mm de diâmetro, foi criado na calvária de cada animal. No Grupo C, o defeito 

foi preenchido somente com coágulo sanguíneo. No Grupo OA, o defeito foi 

preenchido com osso autógeno particulado. No Grupo OA/PRP, o defeito foi 

preenchido com osso autógeno particulado associado ao PRP. Todos os grupos foram 

divididos em subgrupos (n = 10) para eutanásia aos 30 ou 90 dias pós-operatórios. 

Foram realizadas análises histológica e histométrica. A quantidade de osso neoformado 

foi calculada como uma porcentagem da área total do defeito original. Os dados em 

porcentagem foram transformados em raiz quadrada para análise estatística (ANOVA, 

teste t, p<0,05). Aos 30 dias pós-operatórios, o Grupo OA/PRP apresentou uma 

quantidade significativamente maior de osso neoformado que o Grupo OA (64,44% e 

46,88%, respectivamente). Aos 90 dias, todos os espécimes dos Grupos OA/PRP e OA 

mostraram fechamento ósseo completo do defeito, com quantidades similares de osso 

neoformado (77,9% e 75%, respectivamente). Dentro dos limites deste trabalho, pode-se 

concluir que o PRP acelerou o processo de reparo do enxerto de osso autógeno em 

defeitos de tamanho crítico em calvária de coelhos.  

Palavras-chave: Regeneração óssea; fatores de crescimento; plaquetas. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 
 



Abstract 

 
 
Melo LGN. Effect of platelet-rich plasma on bone healing in autogenous bone 

graft in critical-size defects. A histologic and histometric study in rabbit calvaria 

[tesis]. Araçatuba: Dental School of Araçatuba, São Paulo State University. 2007. 

 

The purpose of this study was to histologically analyze the effect of platelet-rich plasma 

(PRP) on bone healing in an autogenous bone graft placed in surgically created critical-

size defects (CSD) in rabbit calvaria. 60 rabbits were divided into 3 groups: C (control); 

AB (autogenous bone graft) and AB/PRP (autogenous bone graft with platelet-rich 

plasma). A 15 mm diameter CSD was created in the calvarium of each animal. In Group 

C the defect was filled by blood clot only. In Group AB the defect was filled with 

particulate autogenous bone. In Group PRP it was filled with particulate autogenous 

bone in combination with platelet-rich plasma. All groups were divided into subgroups 

(n=10) and euthanized at either 30 or 90 days post-operative. Histometric, using image 

analysis software, and histologic analyses were performed. Amount of new bone was 

calculated as a percentage of the total area of the original defect. Percentage data 

were transformed into square root for statistical analysis (ANOVA, t test, p<0.05). At 30 

days post-op, Group AB/PRP had a statistically greater amount of bone formation than 

Group AB (64.44% and 46.88%, respectively). At 90 days, complete bone regeneration of 

the defect was seen in all specimens of Groups AB/PRP and AB, with similar amounts of 

newly formed bone (77.9% and 75%, respectively). Within the limits of this study, it can be 

concluded that PRP accelerated the healing of autogenous bone graft in critical-size 

defects in rabbit calvaria. 

Key-words: Bone regeneration; growth substances; blood platelets. 
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Figura 1    -   Defeito de tamanho crítico (15 mm de diâmetro) e as duas 

marcações de referência criados na calvária. 
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Figura 2    -  (A) Corte longitudinal ao longo da linha central (y) do DTC; 

(B) cortes tranversais (x); (C) espécime histológico pronto 

para inclusão em parafina. 
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Figura 3    -   Quantidade média de plaquetas por microlitro (µl) nas 

amostras de PRP e de sangue periférico. 

 

64 

Figura 4    -   Efeito da concentração do sPRP sobre a proliferação dos 

pré-osteoblastos MC3T3-E1 (72 horas). *p < 0.05 em relação 

aos controles (Análise de Variância; teste de Dunnett). 
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Figura 5    -   Vistas panorâmicas dos defeitos cirúrgicos mostrando osso 

neoformado.  (A) Grupo C - 30 dias; (B) Grupo C - 90 dias; 

(C) Grupo OA - 30 dias; (D) Grupo OA - 90 dias; (E) Grupo 

OA/PRP - 30 dias; (F) Grupo OA/PRP - 90 dias. Tricrômico de 

Masson. Aumento original 25x. 
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Figura 6    - Médias (%) e desvios-padrão da AON para os Grupos C, OA 

e OA/PRP. 30 e 90 dias pós-operatórios. 
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Figura 7    - Efeito da concentração do sPRP sobre a proliferação dos 

pré-osteoblastos MC3T3-E1 (24 horas). *p < 0.05 em relação 

aos controles (Análise de Variância; teste de Dunnett). 
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Figura 8   -   Cultura de pré-osteoblastos MC3T3-E1 (72 horas). (A) Alfa-

MEM +10% SBF; (B) (A) Alfa-MEM + 10% SBF + 10% sPRP. 
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Figura 9   -   Esfregaço de amostra de sangue periférico (A) mostrando 

menor número de plaquetas (setas) que o esfregaço de 

amostra de PRP (B). Panótico. Aumento de 1000x. 
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Tabela 1    - Porcentagem média da Área de Osso Neoformado (AON) 

dentro da área do defeito cirurgicamente criado, com 

comparação entre os grupos. 30 e 90 dias pós-operatórios. 
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Tabela 2    - Teste de Correlação de Pearson para a quantidade de 

plaquetas presentes nas amostras de sangue periférico e de 

Plasma Rico em Plaquetas (PRP) 
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Tabela 3    - Teste de Correlação de Pearson para a quantidade de 

plaquetas presentes nas amostras de Plasma Rico em 

Plaquetas (PRP) e a Área de Osso Neoformado (AON) 
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Melo, L. G. N.; Nagata, M. J. H. Influência da associação do plasma rico em plaquetas ao 

enxerto de osso autógeno no reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico em calvárias de 

coelhos. Estudo histológico e histométrico. Clin Oral Impl Res   

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, histologicamente, a influência da associação do 

plasma rico em plaquetas (PRP) ao enxerto de osso autógeno (OA) no reparo ósseo de 

defeitos de tamanho crítico (DTC) em calvárias de coelhos. Sessenta coelhos foram divididos 

em 3 grupos: C (controle), OA (osso autógeno) e OA/PRP (osso autógeno associado ao 

plasma rico em plaquetas). Um defeito de tamanho crítico, com 15 mm de diâmetro, foi 

criado na calvária de cada animal. No Grupo C, o defeito foi preenchido somente com 

coágulo sanguíneo. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com osso autógeno particulado. 

No Grupo OA/PRP, o defeito foi preenchido com osso autógeno particulado associado ao 

PRP. Todos os grupos foram divididos em sub-grupos (n = 10) para eutanásia aos 30 ou 90 

dias pós-operatórios. Foram realizadas análises histológica e histométrica. A quantidade de 

osso neoformado foi calculada como uma porcentagem da área total do defeito original. Os 

dados em porcentagem foram transformados em raiz quadrada para análise estatística 

(ANOVA, teste t, p < 0,05). Aos 30 dias pós-operatórios, o Grupo OA/PRP apresentou uma 

quantidade significativamente maior de osso neoformado que o Grupo OA (64,44% e 

46,88%, respectivamente). Aos 90 dias, todos os espécimes dos Grupos OA/PRP e OA 

mostraram fechamento ósseo completo do defeito, com quantidades similares de osso 

neoformado (77,9% e 75%, respectivamente). Dentro dos limites deste trabalho, pode-se 

concluir que o PRP acelerou o processo de reparo do enxerto de osso autógeno em defeitos de 

tamanho crítico em calvária de coelhos.  
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Introdução  

 

Os fatores de crescimento representam uma classe de mediadores biológicos que regulam a 

proliferação, quimiotaxia e diferenciação celular (Lynch et al. 1989). A aplicação terapêutica 

desses fatores, objetivando a regeneração de um determinado tecido, fundamenta-se na 

tentativa de mimetizar os eventos biológicos responsáveis pela formação (estágio 

embrionário) e manutenção (estágio pós-natal) deste tecido (Schilephake 2002).  

Marx et al. (1998) propuseram o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) autólogo como uma 

técnica economicamente viável para obter-se uma alta concentração de fatores de 

crescimento. Esses autores observaram uma maturação mais rápida dos enxertos ósseos 

autógenos, quando associados ao PRP, usados no tratamento de defeitos mandibulares 

resultantes da remoção de tumores benignos e malignos. Este estudo clínico pioneiro de Marx 

et al. (1998) foi importante para o estabelecimento da metodologia e aplicação clínica do PRP 

na odontologia. Posteriormente, outros pesquisadores avaliaram os efeitos clínicos do PRP 

associado ou não a enxertos ou substitutos ósseos usados em levantamento de seio maxilar 

(Wiltfang et al. 2003; Raghoebar et al. 2005), procedimentos para aumento ósseo vertical ou 

horizontal de rebordos atróficos (Shanaman et al. 2001), alvéolos de extração de terceiros 

molares (Sammartino et al. 2005), defeitos ósseos de fissura lábio-palatina (Oyama et al. 

2004), defeitos mandibulares provocados por cirurgias ressectivas (Simon et al. 2006) e em 

defeitos periodontais (Christgau et al. 2006). Estes trabalhos, entretanto, têm demonstrado 

resultados contraditórios em relação à formação e maturação óssea. 

Resultados contraditórios também têm sido observados em modelos animais. A influência do 

PRP tem sido avaliada em defeitos em crânios de coelhos tratados com osso autógeno 

(Aghaloo et al. 2002), osso bovino inorgânico (Kim et al. 2001; Aghaloo et al. 2004), 

aloenxerto ósseo desmineralizado seco e congelado (Aghaloo et al. 2005) ou proteína óssea 
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morfogenética (Jung et al. 2005); em defeitos mandíbulares de cabras (Fennis et al. 2004) e 

cães (Choi et al. 2004; Gerard et al. 2006) tratados com osso autógeno e em defeitos em 

crânios de porcos tratados com colágeno bovino (Schlegel et al. 2004), osso autógeno 

(Wiltfang et al. 2004; Thorwarth et al. 2005) ou osso bovino inorgânico (Thorwarth et al. 

2006).  

Analisando-se a grande variação de resultados desses estudos, pode-se notar que muitos deles 

são empíricos, sem dados controles. Por existirem poucos estudos controlados, com variação 

nos materiais de enxerto e sítios usados e nos protocolos de preparação do PRP, há ainda 

muitas dúvidas existentes sobre o quão efetivo o PRP é em favorecer a cicatrização de 

enxertos ósseos.    

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, histologicamente, a influência da associação do 

plasma rico em plaquetas (PRP) ao enxerto de osso autógeno (OA) no reparo ósseo de 

defeitos de tamanho crítico (DTC) em calvárias de coelhos. 

 

 

Material e métodos 

 

Modelo experimental  

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – UNESP, Campus de Araçatuba. 

Foram utilizados 60 coelhos machos (New Zealand), com idade entre 4 a 5 meses, pesando 

entre 3,5 a 4,5 kg (UNESP, Biotério da Faculdade de Medicina, Campus de Botucatu). Os 

animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos experimentais: Grupo C (controle), 

Grupo OA (osso autógeno) e Grupo OA/PRP (osso autógeno associado ao plasma rico em 

plaquetas). 
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Procedimento cirúrgico 

Vinte e quatro horas antes da realização das cirurgias, os coelhos receberam injeção 

intramuscular de enrofloxacino (0,1 ml/kg) (Baytril, Bayer S.A., São Paulo, SP, Brasil). 

Para realização de todos os procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados por 

injeção intramuscular de xilazina (0,25 ml/kg de peso corporal) e quetamina (0,35 ml/kg de 

peso corporal). Após anti-sepsia, foi feita uma incisão semi-lunar na calvária e um retalho de 

espessura parcial foi levantado em direção posterior, seguido de uma incisão no periósteo, o 

qual foi também afastado na mesma direção (Vikjaer et al. 1997). Um defeito de tamanho 

crítico (DTC) de 15 mm de diâmetro (Hollinger & Kleinschmidt 1990) foi criado com uma 

trefina acoplada em uma peça de mão de baixa rotação, sob irrigação abundante com solução 

salina estéril. O defeito incluiu uma porção da sutura sagital. Com auxílio de um guia 

cirúrgico previamente confeccionado, uma marcação no formato de “L” foi feita 2 mm 

anterior e outra 2 mm posterior às margens do defeito cirúrgico com uma broca carbide 

tronco-cônica. O longo eixo de cada “L” localizou-se sobre uma linha imaginária longitudinal 

que dividia o defeito cirúrgico ao meio. As marcações foram, então, preenchidas com 

amálgama (Fig. 1). Estas foram usadas para identificação do meio do defeito cirúrgico 

original durante o processamento laboratorial e, também, para localização das suas margens 

ósseas originais durante a análise histométrica.   

No Grupo C, o defeito cirúrgico foi preenchido somente com coágulo sangüíneo. No Grupo 

OA, o defeito foi preenchido com aproximadamente 0,30 g de osso autógeno particulado. No 

grupo OA/PRP, o defeito foi preenchido com aproximadamente 0,30 g de osso autógeno 

particulado associado com 0,5 ml de PRP. O osso autógeno foi obtido da calota craniana 

durante a criação dos defeitos e particulado usando um particulador ósseo manual (Quentin 

Bone Mill, Quentin Dental Products, Leimen, BW, Germany).    
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Os tecidos moles foram, então, reposicionados e suturados para obter um fechamento 

primário da ferida (Vycril 4-0, Ethicon, São Paulo, SP, Brasil para suturas internas e Seda 4-

0, Ethicon, São Paulo, SP, Brasil para suturas externas). Cada animal recebeu injeções 

intramusculares diárias de enrofloxacino (0,1 ml/kg de peso corporal) (Baytril, Bayer S.A., 

São Paulo, SP, Brasil) durante cinco dias pós-operatórios e de cloridrato de tramadol (0,04 

ml/kg de peso corporal) (Tramal®, Pfizer Ltda, São Paulo, SP, Brasil) durante três dias pós-

operatórios. 

 

Preparo do PRP 

Quarenta ml de sangue foram coletados de cada animal, via punção cardíaca, com auxílio de 

uma cânula adaptada a uma seringa contendo 5 ml do anti-coagulante ácido citrato dextrose 

(ACD-A). O mesmo volume de soro fisiológico (40 ml) foi, então, injetado via endovenosa 

para manutenção do volume sangüíneo sistêmico do animal. O preparo do PRP foi feito de 

acordo com as instruções do fabricante para uso do sistema PCCS IITM (3i Implant 

Innovations Inc., Palm Beach, FL, EUA). Cada amostra de sangue foi centrifugada a 3200 

rpm por 12 minutos. 0,5 ml de PRP foi ativado com 0,025 ml de solução de cloreto de cálcio 

a 10% (Calcium Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX, EUA) e 

imediatamente associado com aproximadamente 0,30 g de osso autógeno particulado. Em 3 a 

5 minutos após a ativação do PRP, esta mistura apresentou-se com consistência gelatinosa, 

sendo então colocada no defeito cirúrgico. 
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Contagem de plaquetas 

O líquido de Brecher foi usado para lisar os eritrócitos e diluir as amostras de sangue 

periférico e de PRP. As plaquetas nas amostras diluídas foram, então, contadas manualmente 

em uma câmara de Neubauer. Além disso, esfregaços de sangue periférico foram corados 

com “Panótico Rápido LB” (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) para verificar a morfologia das 

plaquetas.  

 

Avaliação in vitro das propriedades mitogênicas do sobrenadante do PRP   

Preparo do sobrenadante 

O sobrenadante do PRP (sPRP) foi preparado de acordo com o protocolo recomendado por 

Martineau et al. (2004). Uma amostra de 6 ml de PRP foi ativada com uma solução de cloreto 

de cálcio a 10% (Calcium Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX, EUA), 

na proporção de 0,05 ml para cada 1 ml de PRP. Em seguida, foi incubada por uma hora a 

37°C, na presença de 5% de CO2 (Auto-Flow incubator, NuAire Inc., Plymouth, MN, USA). 

Após este período, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 4000 g para coletar o sPRP. 

Este foi, então, imediatamente armazenado à - 80°C, para uso em culturas de células. 

 

Cultura de células 

Células pré-osteoblásticas MC3T3-E1 (subclone 4) foram adquiridas da “American Type 

Culture Collection”. Estas foram mantidas em meio essencial mínimo alfa (α-MEM) 

(Nutricell Nutrientes Celulares, Campinas, SP, Brasil), sem ácido ascórbico, suplementado 

com soro fetal bovino (SFB) a 10% (Nutricell Nutrientes Celulares, Campinas, SP, Brasil), 

em uma incubadora a 37 °C, com 5% de CO2. O meio foi trocado a cada 3 dias até as células 

alcançarem a confluência, quando foram então subcultivadas.  
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Análise de proliferação celular 

As células foram plaqueadas em uma densidade de 5 x 104 células/cm2 em placas de 96 poços 

(TPP®, Techno Plastic Products AG, Trasadingen, SH, Switzerland). Após um período de 

incubação de 24 horas, o meio de cultura celular foi substituído por meios de cultura 

contendo 1, 5, 10, 15, 20, 30 e 50% de sPRP solubilizado em meio α-MEM livre e 

suplementado com SFB a 10%. Os meios α-MEM livre e suplementado com SFB a 10% 

foram usados como controle. As placas foram incubadas por 24 e 72 horas a 37 °C e 5% de 

CO2. A análise de proliferação celular foi realizada usando o teste do MTT {brometo de [3-

(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio]}. Após tratamento com diferentes concentrações 

de sPRP, o meio de cultura foi substituído por outro sem SFB e com MTT a uma 

concentração final de 0,5 mg/mL, por 3 horas. Os cristais de formazan foram solubilizados 

com dimetil sulfóxido, agitados por 5 minutos e os resultados da densidade ótica foram lidos 

num leitor de microplacas a 570 nm. 

 

Processamento tecidual 

Cada grupo de animais foi dividido em 2 sub-grupos, para eutanásia aos 30 e 90 dias pós-

operatórios. A área do defeito cirúrgico original e os tecidos circunjacentes foram removidos 

em bloco. As peças foram fixadas em solução de formol neutro a 10%, lavadas em água 

corrente e descalcificadas em solução de ácido etilenodiaminotetracético a 18%. Após 

descalcificação inicial, cada peça foi dividida longitudinalmente em dois blocos, exatamente 

ao longo do centro do defeito cirúrgico original, usando-se o longo eixo de cada marcação de 

amálgama em formato de “L” como referência. Foram realizados, também, cortes 

transversais que tangenciaram o eixo menor de ambas as marcações em “L”, de modo que 

cada espécime ficou com 19 mm de extensão no sentido longitudinal. Assim, tornou-se 

possível a determinação precisa dos limites do defeito cirúrgico original para realização das 
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análises histológica e histométrica (Fig. 2). Após um período de descalcificação adicional, as 

peças foram processadas e incluídas em parafina. Foram realizados cortes seriados 

longitudinais, com 6 µm de espessura, iniciados a partir do centro do defeito cirúrgico 

original. Os cortes foram corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (H.E.) ou 

Tricrômico de Masson para análises com microscopia de luz. 

 

Análise histomorfométrica 

Foram selecionados 2 cortes histológicos, representando o centro do defeito cirúrgico 

original, para as análises histológica e histométrica. As imagens dos cortes histológicos foram 

capturadas por uma câmera digital acoplada a um microscópio óptico, com um aumento de 

32x e salvas em um computador. Como não foi possível capturar o defeito inteiro em uma 

mesma imagem devido ao aumento usado, foram unidas 4 imagens digitais para formar um 

quadro único que compreendia toda a extensão do defeito e as suas margens ósseas originais. 

A análise histomorfométrica foi realizada com o auxílio do software “ImageLab 2000” 

(Diracon Bio Informática Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).  

Os seguintes critérios, baseados em parte no estudo de Melo et al. (2005), foram usados para 

padronizar a análise histomorfométrica das imagens digitalizadas: 

1) A Área Total (AT) a ser analisada correspondeu à área total do defeito cirúrgico 

original. Esta área foi determinada, primeiramente, pela identificação das superfícies 

externa e interna da calvária original nas margens direita e esquerda do defeito 

cirúrgico. Estas superfícies foram conectadas com linhas desenhadas seguindo suas 

respectivas curvaturas. Foram então medidos, a partir de ambas as extremidades do 

espécime, 2 mm em direção ao centro do defeito para estabelecer os limites do defeito 
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cirúrgico original. A Área de Osso Neoformado (AON) foi delineada dentro dos 

limites da AT. 

2)  A AT foi medida em mm2 e considerada 100% da área a ser analisada. A AON 

também foi medida em mm2 e calculada como uma porcentagem da AT. 

Análise estatística 

Os valores de AON de cada animal foram representados pela porcentagem média dos 2 cortes 

histológicos. Estes dados percentuais foram transformados em raiz quadrada para a análise 

estatística. A significância das diferenças entre os grupos em relação à AON foi determinada 

pela análise de variância, seguida por um teste t de Student post hoc quando a análise de 

variância mostrou uma diferença significativa entre os grupos (p < 0,05). O coeficiente de 

correlação de Pearson (rp) foi usado para demonstrar a relação entre a AON e a quantidade de 

plaquetas das amostras de PRP, bem como entre a quantidade de plaquetas das amostras de 

PRP e de sangue periférico. Na análise da proliferação celular, a significância das diferenças 

entre os grupos foi determinada pela análise de variâncìa, seguida pelo teste de Dunnett post 

hoc, adotando o nível de significância de 5%. 

 

 

Resultados 

 

Um espécime do Grupo OA/PRP de 30 dias pós-operatórios foi perdido devido a problemas 

no processamento laboratorial. 

 

Acompanhamento clínico 
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Os animais toleraram bem o procedimento cirúrgico e mantiveram-se saudáveis durante todo 

o período experimental. 

 

Estudo da contagem de plaquetas 

As contagens de plaquetas confirmaram que a técnica usada para o preparo de PRP neste 

estudo produziu amostras com altas concentrações de plaquetas. Esfregaços de amostras de 

PRP exibiram maior quantidade de plaquetas do que esfregaços de amostras de sangue 

periférico. A quantidade média de plaquetas nas amostras de sangue periférico foi 327,83 ± 

73,61 x 103 plaquetas/µl, enquanto que nas amostras de PRP foi 1204,03 ± 369,875 x 103 

plaquetas/µl (Fig. 3). Portanto, a concentração de plaquetas nas amostras de PRP foi 

aproximadamente 4 vezes maior que aquela observada nas amostras de sangue periférico. 

 

Análise de proliferação celular 

As células da linhagem MC3T3-E1, tratadas com o sPRP, apresentaram uma taxa de 

proliferação dose-dependente. Com a adição de 10% de sPRP suplementado com SFB a 10% 

ou com a adição de 20% de sPRP somente, as células mostraram uma taxa de proliferação 

aproximadamente 100 % maior que a do grupo controle em 72 horas de cultura (Fig. 4).   

 

Análise histológica qualitativa  

Grupo C (controle): Em 30 dias pós-operatórios, quase toda a extensão do defeito cirúrgico 

estava ocupada por tecido conjuntivo com feixes de fibras colágenas orientadas 

paralelamente à superfície da ferida e um moderado número de fibroblastos. Observou-se, 

junto às margens do defeito cirúrgico, pequena quantidade de tecido ósseo neoformado (Fig. 

5A) circundado por poucos osteoblastos. Em 90 dias pós-operatórios, a maioria dos 

espécimes apresentou uma formação óssea similar àquela observada nos espécimes de 30 dias 
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pós-operatórios (Fig. 5B), enquanto poucos apresentaram uma maior formação óssea. O 

tecido conjuntivo apresentou um moderado número de fibroblastos ao lado de feixes de fibras 

colágenas. 

 

Grupo OA (osso autógeno):  

Aos 30 dias pós-operatórios, nenhum espécime apresentou o fechamento completo do defeito 

cirúrgico por tecido ósseo. Contudo,  observou-se um fechamento quase completo do mesmo 

em 6 espécimes. De forma geral, a região do defeito cirúrgico estava ocupada por formações 

isoladas de tecido ósseo neoformado imaturo ao lado de tecido conjuntivo fibroso (Fig 5C). 

Em toda a extensão do mesmo, observou-se a presença de remanescentes de partículas ósseas 

do enxerto. Áreas de tecido conjuntivo provisório também estavam presentes. Em alguns 

espécimes, notou-se a presença de um discreto número de linfócitos e macrófagos em áreas 

isoladas. Aos 90 dias, observou-se o fechamento completo do defeito por tecido ósseo 

trabecular maduro em todos os animais (Fig 5D). Em algumas áreas, remanescentes de 

partículas ósseas do enxerto ainda estavam presentes. Em ambos os períodos de análise, a 

espessura dos tecidos neoformados na região do defeito era, na maioria dos espécimes, mais 

delgada que o osso original da calota. 

 

Grupo OA/PRP (osso autógeno/plasma rico em plaquetas): Aos 30 dias pós-operatórios, 2 

espécimes apresentaram um fechamento completo do defeito cirúrgico por tecido ósseo (Fig. 

5E), enquanto 8 espécimes apresentaram um fechamento quase completo do mesmo com 

tecido ósseo trabecular imaturo.  Em toda a extensão do defeito, observou-se a presença de 

remanescentes de partículas ósseas do enxerto. A espessura dos tecidos neoformados era, na 

maioria dos espécimes, maior que o osso original da calota. Aos 90 dias pós-operatórios, 

observou-se o fechamento completo do defeito em todos os animais. Em alguns espécimes, 
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houve o restabelecimento quase completo das duas corticais, separadas por uma porção 

central medular (Fig. 5F). Em outros, o defeito estava preenchido por tecido ósseo trabecular 

maduro. Poucos remanescentes de partículas ósseas do enxerto estavam ainda presentes em 

algumas áreas. A estrutura óssea neoformada apresentou, na maioria dos espécimes, 

espessura semelhante àquela do osso original da calota. 

 

Análises histométrica e estatística 

As médias e os desvios-padrão da AON para os grupos C, OA e OA/PRP de 30 e 90 dias pós-

operatórios, assim como os resultados da comparação entre os grupos, estão apresentados na 

Tabela 1 e na Fig. 6. Foi observada uma correlação estatisticamente significante entre a 

quantidade de plaquetas nas amostras de sangue periférico e de PRP (r = 0,66, p = 0,0021). 

Contudo, não foi observada uma correlação estatisticamente significante entre a quantidade 

de plaquetas nas amostras de PRP e a AON (r = - 0,245, p = 0,3116). Os resultados da análise 

estatística dos dados obtidos no teste de proliferação celular estão apresentados na Fig. 4. 

 

 

Discussão 

 

Estudos clínicos e em animais têm demonstrado que a associação do Plasma Rico em 

Plaquetas (PRP) ao osso autógeno pode potencializar a formação óssea (Marx et al. 1998; 

Fennis et al. 2004). Contudo, outros autores não obtiveram resultados satisfatórios com a 

associação do PRP ao osso autógeno (Aghaloo et al. 2002; Choi et al. 2005). A necessidade 

de estudos usando protocolos padronizados para avaliar os reais efeitos biológicos do PRP 

tem sido enfatizada por Grageda et al. (2004) e Marx (2004).   
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A escolha do modelo animal e do sítio cirúrgico adequados é fundamental para que as 

avaliações obtidas sejam confiáveis e possam mimetizar, de forma reprodutível, os possíveis 

efeitos dos biomateriais em seres humanos (Hollinger & Kleinschmidt 1990). O coelho foi 

selecionado como modelo experimental no presente estudo por ter elementos figurados do 

sangue morfologicamente semelhantes ao dos humanos (Jain 1993) e por possibilitar a coleta 

de um volume de sangue suficiente para o preparo de um PRP autólogo (Efeoglu et al. 2004).  

A calvária foi selecionada por possuir várias similaridades com a região maxilo-facial e 

apresentar baixa capacidade regenerativa (Frame 1980; Dahlin et al. 1991).  Além disso, um 

defeito de tamanho crítico (DTC) foi realizado, confirmado pela pequena e limitada formação 

óssea observada no Grupo C no presente estudo (Tabela 1), para permitir a avaliação da real 

influência do biomaterial no reparo ósseo (Hollinger & Kleinschmidt 1990). 

A seleção de uma técnica adequada para o preparo do PRP é um outro aspecto de 

fundamental importância para uma avaliação confiável dos efeitos deste biomaterial.  Neste 

trabalho, o PRP foi preparado segundo o protocolo do sistema PCCS IITM. A primeira versão 

deste sistema, o PCCS, foi avaliada em estudos clínicos (Wiltfang et al. 2003; Raghoebar et 

al. 2005), animais (Wiltfang et al. 2004, Thorwarth et al. 2005) e laboratoriais (Weibrich et 

al. 2005; Leitner et al. 2006). Esses estudos laboratoriais demonstraram que o referido 

sistema apresentou as características ideais para o preparo do PRP, pois concentra as 

plaquetas em níveis adequados, requer um volume reduzido de sangue, é semi-automatizado 

e não danifica mecanicamente as plaquetas durante  a centrifugação.  Assim como a primeira 

versão deste sistema, que foi recomendada por Marx (2004) por proporcionar uma 

concentração de plaquetas considerada terapêutica, o sistema PCCS IITM utilizado no presente 

estudo manteve esta propriedade, como constatado pelo aumento constante e previsível do 

número de plaquetas nas amostras de PRP em relação as do sangue periférico (Fig. 3). Esta 

previsibilidade na concentração de plaquetas apresentada pelo sistema PCCS IITM pôde ser 
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confirmada  pela  correlação estatisticamente significante observada entre a quantidade de 

plaquetas nas amostras de sangue periférico e de PRP. Além dessa propriedade, o sistema 

PCCS IITM provavelmente também preservou a integridade da membrana das plaquetas 

durante o processamento do PRP, o que é fundamental para que as mesmas secretem fatores 

de crescimento em um estado bioativo (Marx 2004), como indicado pelos resultados 

favoráveis obtidos com a avaliação in vitro das propriedades mitogênicas do sobrenadante do 

PRP no presente estudo (Fig. 4).  

Um aumento significativo na neoformação óssea foi observado no Grupo OA/PRP em 

relação ao Grupo OA, aos 30 dias pós-operatórios (Tabela 1). Estes dados corroboram os 

achados de estudos prévios, onde um aumento significativo na neoformação óssea somente 

pôde ser constatado nos períodos iniciais do reparo ósseo de DTC criados em crânios de 

mini-porcos (Wiltfang et al. 2004; Schlegel et al. 2004; Thorwarth et al. 2005; Thorwarth et 

al. 2006) e de defeitos ósseos segmentares realizados em mandíbulas de cães (Gerard et al. 

2006).  A maior quantidade de novo osso observado no Grupo OA/PRP, aos 30 dias, deveu-

se, provavelmente, a um aumento na proliferação das células endoteliais (Fréchette et al. 

2005), pré-osteoblastos (Gruber et al. 2006), osteoblastos (Choi et al. 2005; Ogino et al. 

2006) e osteoclastos (Gruber et al. 2002) no sítio da ferida devido à ação do PRP. É 

interessante ressaltar que este aumento do número de osteoclastos deve ter contribuído para 

uma maior biodisponibilidade das proteínas morfogenéticas ósseas no microambiente da 

ferida cirúrgica (Marx & Garg 1998). 

No período tardio de avaliação, os Grupos OA e OA/PRP apresentaram quantidades similares 

de osso neoformado (Tabela 1), com fechamento ósseo completo do defeito cirúrgico em 

todos os espécimes. Estes resultados corroboram os achados de um estudo animal recente 

realizado por Gerard et al. (2006). De fato, era de se esperar, no período final de avaliação, o 

fechamento ósseo completo do defeito cirúrgico com o uso do enxerto de osso autógeno, 
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considerado como “gold standard” para procedimentos de reconstrução óssea.  Apesar da 

similaridade nos resultados finais do processo de reparo ósseo dos Grupos OA e OA/PRP, é 

importante ressaltar que o Grupo OA/PRP apresentou, já aos 30 dias pós-operatórios, uma 

quantidade de osso neoformado similar àquela observada no Grupo OA aos 90 dias pós-

operatórios (Tabela 1).  Isto significa que o uso do PRP acelerou o processo de reparo ósseo 

em aproximadamente duas vezes, corroborando os achados de Marx et al. (1998). Essa 

evolução mais rápida no processo de reparo ósseo do defeito cirúrgico pôde também ser 

observada na análise qualitativa dos espécimes aos 90 dias pós-operatórios, que evidenciou 

um reparo ósseo mais desenvolvido no Grupo OA/PRP, como observado pelo 

restabelecimento quase completo das corticais e porção central medular da calvária em alguns 

espécimes. 

Grageda et al. (2004) sugeriram que se avaliasse a correlação entre a análise 

histomorfométrica e o número de plaquetas no PRP. No presente estudo, nenhuma correlação 

foi constatada entre a quantidade de plaquetas nas amostras de PRP e a AON. Considerando 

que o potencial regenerativo do PRP depende dos níveis dos fatores de crescimento, poder-

se-ia inferir que este resultado suporta os achados de Weibrich et al. (2002), que 

demonstraram que tanto o número de plaquetas no PRP como no sangue periférico não 

podem confiavelmente predizer os níveis de fatores de crescimento resultantes no PRP. De 

acordo com esses autores, o conhecimento dos níveis de fatores de crescimento nas amostras 

de PRP é necessário para assegurar um uso confiável e reproduzível do PRP para tratamento 

clínico. Infelizmente, não há um procedimento simples disponível para obter estimativas pré-

operatórias dos níveis de fatores de crescimento individuais em uma amostra de PRP. 

Portanto, estudos adicionais são necessários neste tópico. 

Dentro dos limites deste trabalho, pode-se concluir que o PRP acelerou o processo de reparo 

do enxerto de osso autógeno em defeitos de tamanho crítico em calvária de coelhos.  
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Grupo n  Médias AON (%) 30 
dias 

Desvios-Padrão 
 30 dias 

n  Médias AON (%) 
 90 dias 

Desvios-Padrão  
90 dias 

C 10 8,99 a ± 2,62 10 5,31 a ± 1,69 

OA 10 46,88 b ± 14,15 10 75,00 cd ± 8,11 

OA/PRP 9 64,44 c ± 15,00 10 77,90 d ± 8,13 

  *Letras iguais indicam que não há diferença estatística entre os grupos (p < 0,05). 

Tabela 1. Porcentagem média da Área de Osso Neoformado (AON) dentro da área do 

defeito cirurgicamente criado, com comparação entre os grupos. 30 e 90 dias 

pós-operatórios. 
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Figura 1. Defeito de tamanho crítico (15 mm de diâmetro) e as duas marcações de 

referência criados na calvária. 

Figura 2. (A) Corte longitudinal ao longo da linha central (y) do DTC; (B) cortes 

tranversais (x); (C) espécime histológico pronto para inclusão em parafina. 
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Figura 4. Efeito da concentração do sPRP sobre a proliferação dos pré-osteoblastos 

MC3T3-E1 (72 horas). *p < 0.05 em relação aos controles (Análise de 

Variância; teste de Dunnett). 

Figura 3. Quantidade média de plaquetas por microlitro (µl) nas amostras de PRP e de 

sangue periférico.  
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Figura 5. Vistas panorâmicas dos defeitos cirúrgicos mostrando osso neoformado.  (A) 

Grupo C - 30 dias; (B) Grupo C - 90 dias; (C) Grupo OA - 30 dias; (D) Grupo 

OA - 90 dias; (E) Grupo OA/PRP - 30 dias; (F) Grupo OA/PRP - 90 dias. 

Tricrômico de Masson. Aumento original 25x. 
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 Figura 6. Médias (%) e desvios-padrão da AON para os Grupos C, OA e OA/PRP. 30 e 

90 dias pós-operatórios.  
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Figura 7. Efeito da concentração do sPRP sobre a proliferação dos pré-osteoblastos 

MC3T3-E1 (24 horas). *p < 0.05 em relação aos controles (Análise de 

Variância; teste de Dunnett). 

Figura 8.  Cultura de pré-osteoblastos MC3T3-E1 (72 horas). (A) Alfa-MEM +10% SBF; 

(B) (A) Alfa-MEM + 10% SBF + 10% sPRP.  
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Grupo Médias Desvio-Padrão n 

Plaquetas (Sangue Periférico) 327833 73608 19 

Plaquetas (PRP) 1204028 369875 19 

r = 0,66 

p valor = 0,0021  

 

Tabela 2.  Teste de Correlação de Pearson para a quantidade de plaquetas presentes 

nas amostras de sangue periférico e de Plasma Rico em Plaquetas (PRP)  

Tabela 3.  Teste de Correlação de Pearson para a quantidade de plaquetas presentes 

nas amostras de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e a Área de Osso 

Neoformado (AON) 

Grupo Médias Desvio-Padrão n 

Plaquetas (PRP) 1204028 369875 19 

Área de Osso Neoformado 71,80 13,09 19 

r = - 0,245 

p valor = 0,3116  
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Figura 9.  Esfregaço de amostra de sangue periférico (A) mostrando menor número de 

plaquetas (setas) que o esfregaço de amostra de PRP (B). Panótico. Aumento de 

1000x.  
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