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RESUMO 

Caliente EA. Aspirado de medula óssea e plasma rico em plaquetas associados ou não ao 

enxerto de osso autógeno no reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico criados 

cirurgicamente em calvárias de ratos. Estudo histomorfométrico e imunoistoquímico 

[dissertação]. Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; 2016. 

 

Este estudo avaliou a influência do aspirado de medula óssea (AMO) e do plasma rico em 

plaquetas (PRP) associados ou não ao enxerto de osso autógeno (OA) no reparo ósseo de 

defeitos de tamanho crítico (DTC), criados cirurgicamente em calvárias de ratos. 96 ratos 

foram divididos em 6 grupos: C, PRP, AMO, OA, PRP/OA e AMO/OA. Um DTC de 5 mm 

de diâmetro foi criado na calvária de cada animal. No grupo C, o defeito foi preenchido com 

coágulo sanguíneo somente. Nos grupos PRP e AMO, o defeito foi preenchido com PRP e 

AMO, respectivamente. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com enxerto de OA. Nos 

grupos PRP/OA e AMO/OA, o defeito foi preenchido com enxerto de OA combinado com 

PRP ou AMO, respectivamente. Os animais foram submetidos à eutanásia aos 10 ou 30 dias 

pós-operatórios. Foram realizadas análises histomorfométrica e imunoistoquímica. A área de 

osso (AO) foi calculada como porcentagem da área total do defeito original. Foram realizadas 

reações imunoistoquímicas para detecção do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), 

proteínas morfogenéticas ósseas 2/4 (BMP-2/4) e osteocalcina (OCN). As células PCNA-

positivas, BMP-2/4-positivas e OCN-positivas foram quantificadas. Os dados foram 

analisados estatisticamente. Aos 10 dias, os grupos OA, PRP/OA e AMO/OA apresentaram 

AO significativamente maior que o controle; e o grupo PRP/OA apresentou maior AO, bem 

como números significativamente maiores de células PCNA-positivas e BMP-2/4-positivas, 

que o grupo OA. Aos 30 dias, os resultados favoráveis dos grupos OA, PRP/OA e AMO/OA 

no reparo ósseoo foram também observados, e o grupo AMO/OA apresentou maior AO, bem 



como número significativamente maior de células OCN-positivas que o grupo OA. Além 

disso, o grupo AMO apresentou AO significativamente maior que o controle e similar a dos 

grupos OA e PRP/OA, mas menor que a do grupo AMO/OA. O grupo AMO apresentou 

números significativamente maiores de células PCNA-positivas, BMP-2/4-positivas e OCN-

positivas que os grupos controle e PRP/OA. Pode-se concluir que, aos 10 dias, a associação 

PRP/OA proporcionou maior AO em DTC em calvárias de ratos quando comparada ao 

controle ou a cada terapia única; enquanto que, aos 30 dias, a associação AMO/OA foi a que 

promoveu maior AO que o controle ou cada terapia única. A terapia única com AMO 

promoveu AO semelhante àquela obtida com a terapia única com enxerto de OA aos 30 dias.  

Diferenças significativas na AO não foram observadas entre os grupos tratados com  PRP/OA 

ou com AMO/OA em ambos os períodos de análise; contudo, um reparo ósseo mais avançado 

foi observado no grupo AMO/OA aos 30 dias.  

 

Palavras-chave: Medula óssea. Plasma rico em plaquetas. Células-tronco. Regeneração 

óssea. Transplante ósseo. Ratos.  



ABSTRACT 

Caliente EA. Bone marrow aspirate and platelet-rich plasma combined or not with 

autogenous bone graft on bone healing. A histomorphometric and immunohistochemical 

study [dissertation]. Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; 2016. 

 

This study evaluated the influence of bone marrow aspirate (BMA) and platelet-rich plasma 

(PRP) combined or not with the autogenous bone (AB)  graft on bone healing in surgically 

created critical-size defects (CSD) in rat calvaria. 96 rats were divided into 6 groups: C, PRP, 

BMA, AB, PRP/AB and BMA/AB. A 5 mm diameter CSD was created in the calvarium of 

each animal. In Group C, the defect was filled by blood clot only. In groups PRP and BMA, 

the defects were filled with PRP and BMA, respectively. In Group AB, the defect was filled 

with AB graft. In groups PRP/AB and BMA/AB, the defect was filled with AB graft 

combined with PRP or BMA, respectively.  Animals were euthanized at either 10 or 30 days 

postoperative. Histomorphometric and immunohistochemical analyses were performed. Bone 

area (BA) was calculated as a percentage of the total area of the original defect. Proliferating 

cell nuclear antigen (PCNA), bone morphogenetic protein 2/4 (BMP-2/4) and osteocalcin 

(OCN) immunohistochemical staining were performed. PCNA-positive, BMP-2/4-positive 

and OCN-positive cells were quantified.  Data were statistically analyzed. At 10 days, groups 

AB, PRP/AB and BMA/AB presented significantly greater BA than control; and group 

PRP/AB presented greater BA, as well as significantly higher numbers of PCNA-positive and 

BMP-2/4-positive cells than group AB. At 30 days, the favorable results of groups AB, 

PRP/AB and BMA/AB on bone healing were also observed; and group BMA/AB presented 

greater BA, as well as significantly higher number of OCN-positive cells than group AB. In 

addition, group BMA presented significantly greater BA than control and similar to groups 

AB and PRP/AB but lower than group BMA/AB. Group BMA presented significantly higher 



numbers of PCNA-positive, BMP-2/4-positive, and OCN-positive cells than control and 

PRP/AB. It can be concluded that, at 10 days, the combination of PRP/AB promoted greater 

BA in CSD in rat calvaria when compared to control or either treatment alone; while, at 30 

days, the combination of BMA/AB promoted greater BA than control or either treatment 

alone. The treatment with BMA only yielded BA similar to that obtained with the treatment 

with AB graft only at 30 days. Significantly differences in BA were not observed between 

groups treated with PRP/AB or BMA/AB at both periods of analysis; however, a more 

advanced bone healing process was observed in group BMA/AB at 30 days.  

 

Keywords: Bone marrow. Platelet-rich plasma. Bone transplantation. Stem cells. Bone 

regeneration. Rats. 



Lista de Figuras 

Figura 1.  Células, isoladas da medula óssea de ratos, plaqueadas para verificação da 

capacidade de aderência ao plástico das mesmas. 7 dias de cultura: células 

com aspecto fibroblastóide aderidas ao plástico e células autofluorescentes 

não aderidas (A); 14 dias de cultura: células com prolongamentos maiores, 

citoplasma mais abundante e menor autofluorescência (B); 21 dias de 

cultura: células com citoplasma abundante, com aspecto fibrilar e presença 

de matriz extracelular (C). Aumento original de 400x. 
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Figura 2.  Células isoladas da medula óssea de ratos submetidas a diferentes meios 

indutores, para a verificação da capacidade de diferenciação das mesmas 

em tri-linhagem. Controle negativo (A). Diferenciação adipogênica: intensa 

trama de células fibroblastoídes, com presença evidente de vacúolos com 

lipídeos no interior. Coloração citoquímica Oil red O® (B). Diferenciação 

condrogênica: células arredondadas, citoplasmas abundantes, núcleos bem 

corados e um discreto aro mais claro perinuclear formando núcleos 

isogênicos. Coloração com Azul de Toluidina (C). Diferenciação 

osteogênica: depósitos exagerados de cálcio em marrom. Aspecto de tapete 

celular confluente, sem espaços livres com deposição de cálcio de forma 

heterogênea, porém uniformemente distribuído em toda cultura. Coloração 

com Alizarin red® (D). Aumento original 200x. 
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Figura 3. Visões panorâmicas dos defeitos cirúrgicos aos 10 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografia dos grupos Controle (A); PRP (B); AMO (C); OA (D); 

PRP/OA (E) e AMO/OA (F). H&E. Barra de escala = 500 μm. 

Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma rico em plaquetas; AMO, aspirado 
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de medula óssea; OA, osso autógeno. 

Figura 4.  Visões panorâmicas dos defeitos cirúrgicos aos 30 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografia dos grupos Controle (A); PRP (B); AMO (C); OA (D); 

PRP/OA (E) e AMO/OA (F). H&E. Barra de escala = 500 μm. 

Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma rico em plaquetas; AMO, aspirado 

de medula óssea; OA, osso autógeno. 
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Figura 5.  Visões detalhadas dos defeitos cirúrgicos aos 30 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografia dos grupos OA (A) e AMO/OA (B). H&E. Barra de escala 

= 30 μm. Abreviaturas: OA, osso autógeno; AMO, aspirado de medula 

óssea.  
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Figura 6.  Médias e desvios-padrão da Área de Osso (AO), com comparações inter-

grupos aos 10 dias pós-operatórios. 

61 

Figura 7.  Médias e desvios-padrão da Área de Osso (AO), com comparações inter-

grupos aos 30 dias pós-operatórios. 
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Figura 8. Imunomarcações para PCNA, BMP 2/4 e OCN no defeito cirúrgico, aos 30 

dias pós-operatórios. Fotomicrografias mostrando células PCNA-positivas 

(cabeça de seta preta) nos grupos Controle (A) e AMO/OA (B). 

Fotomicrografias mostrando células BMP 2/4-positivas (cabeça de seta 

vermelha) nos grupos Controle (C) e AMO/OA (D). Fotomicrografias 

mostrando células OCN-positivas (cabeça de seta azul) nos grupos 

Controle (E) e AMO/OA (F). Barra de escala = 40 μm. Abreviaturas: C, 

controle; AMO, aspirado de medula óssea; OA, osso autógeno; PCNA, 

antígeno nuclear de proliferação celular; BMP 2/4, proteína morfogenética 

óssea 2/4; OCN, osteocalcina; TO, tecido ósseo; TC, tecido conjuntivo; VS, 

vaso sanguíneo. 
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Resumo 

Este estudo avaliou a influência do aspirado de medula óssea (AMO) e do plasma rico em 

plaquetas (PRP) associados ou não ao enxerto ósseo autógeno (OA) no reparo ósseo de 

defeitos em calvárias de ratos, divididos em 6 grupos segundo os tratamentos:  C (controle), 

PRP, AMO, OA, PRP/OA e AMO/OA. Eutanásia realizada aos 10 ou 30 dias pós-operatórios. 

A área de osso (AO) foi calculada como porcentagem da área total do defeito original. Foram 

realizadas reações imunoistoquímicas para detecção do antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA), proteínas morfogenéticas ósseas 2/4 (BMP-2/4) e osteocalcina (OCN). 

Células imunopositivas foram quantificadas. Aos 10 dias, os grupos OA, PRP/OA e 

AMO/OA apresentaram maior AO que o controle; e o grupo PRP/OA apresentou maiores AO 

e números de células PCNA-positivas e BMP-2/4-positivas que o grupo OA. Aos 30 dias, os 

resultados favoráveis dos grupos OA, PRP/OA e AMO/OA foram mantidos, e o grupo 

AMO/OA apresentou maiores AO e número de células OCN-positivas que o grupo OA. O 

grupo AMO apresentou AO similar a dos grupos OA e PRP/OA, mas menor que do grupo 

AMO/OA. Conclui-se que, aos 10 dias, a associação PRP/OA proporcionou maior AO que o 

controle ou cada terapia única; aos 30 dias, a associação AMO/OA foi a que promoveu maior 

AO. A terapia com AMO promoveu AO semelhante àquela obtida com OA.  Diferenças 

significativas na AO não foram observadas entre os grupos PRP/OA ou AMO/OA em ambos 

os períodos; contudo, reparo ósseo mais avançado foi observado no grupo AMO/OA aos 30 

dias.   

Palavras-chave: Medula óssea; plasma rico em plaquetas; células-tronco; regeneração óssea; 

ratos; transplante ósseo.  
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INTRODUÇÃO  

Há interesse crescente no potencial terapêutico de células derivadas da medula óssea para 

aplicações da engenharia tecidual. O cultivo de células tronco mesenquimais (CTM) com o 

objetivo de promover o reparo ósseo é uma abordagem promissora,
1
 porém requer instalações 

especiais, consome tempo e é oneroso. Com o objetivo de simplificar o uso dessas células, o 

aspirado de medula óssea (AMO) foi proposto como uma fonte viável de CTM.
2-4

 Somente 

poucos estudos in vivo avaliaram o uso do AMO no reparo ósseo, sozinho
4-6

 ou combinado 

com enxertos ósseos ou biomateriais,
2-4, 7,8

 demonstrando resultados promissores.  

O AMO tem sido utilizado combinado a enxertos ósseos alógenos e xenógenos ou 

biomateriais para promoção do reparo ósseo.
3,4,8,9 

Segundo o nosso conhecimento, a 

associação do AMO a enxertos de osso autógeno (OA), considerado o “padrão-ouro” na 

reconstrução óssea, ainda não foi avaliada. Esta associação terapêutica teria o potencial de 

apresentar resultados sinérgicos muito vantajosos no reparo ósseo, principalmente nos casos 

em que são utilizados enxertos de OA cortical que apresentam número de células muito 

menor e revascularização, reabsorção e remodelação mais lentas que os enxertos de osso 

medular de crista ilíaca.
10

  

A regeneração óssea é um processo complexo, que in vivo, requer a apresentação altamente 

coordenada de estímulos bioquímicos para promover os vários estágios da angiogênese e 

osteogênese.
11

 As plaquetas contêm diversos fatores de crescimento (FC) e citocinas que 

desempenham papel fundamental na inflamação e reparo ósseo.
12,13

 Em 1998, Marx et al.
14

 

propuseram o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) autólogo como técnica economicamente 

viável para obter-se alta concentrações de FC, no intuito de otimizar o processo de reparo de 

enxertos ósseos. Outros estudos avaliaram os efeitos do PRP associado a enxertos de OA, 

demonstrando resultados positivos muito promissores em relação à formação e maturação 

ósseas.
15-19

 Contudo, em alguns outros estudos, a adição de PRP não resultou em benefícios 
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adicionais no reparo de enxertos de AO.

20-22
 Assim, estudos adicionais ainda são necessários 

para melhor compreensão dos mecanismos biológicos envolvidos no reparo de enxertos de 

OA associados ao PRP.  

Tanto a utilização do AMO como a do PRP, associados a enxertos ósseos e biomateriais, 

apresentam vantagens e desvantagens na prática clínica. Até o presente, somente informações 

fracionadas estão disponíveis na literatura científica sobre o AMO, o PRP e suas associações 

com enxertos ósseos. Portanto, o propósito deste estudo foi avaliar a influência do AMO e do 

PRP, associados ou não ao enxerto de OA, no reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico 

(DTC), criados cirurgicamente em calvárias de ratos.  

 

 MÉTODOS  

 

Modelo Experimental  

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Faculdade de Odontologia de Araçatuba (FOA), Universidade Estadual Paulista – UNESP 

(2014-00546). 96 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade entre 5 a 6 

meses, pesando 450 a 500 g (Biotério da FOA-UNESP), foram aleatoriamente divididos em 6 

grupos: C, PRP, AMO, OA, PRP/OA e AMO/OA. Cada grupo foi subdividido para eutanásia 

aos 10 ou 30 dias pós-operatórios.  

Para todos os procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados por injeção 

intramuscular de xilazina (6 mg/kg de peso corporal) e quetamina (70 mg/kg de peso 

corporal). 

 

Protocolo de preparo do PRP  
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Imediatamente antes dos procedimentos cirúrgicos, 3,15 ml de sangue foi coletado de cada 

animal dos grupos PRP e PRP/OA, via punção cardíaca, em seringa contendo 0,35 ml de 3,2 

% de citrato de sódio. O PRP autólogo foi preparado seguindo protocolo descrito por Messora 

et al.
23

 

 

Protocolo de coleta da medula óssea  

1 mL de medula óssea foi coletada das cristas ilíacas direita e esquerda (0,5 mL de cada 

crista) de cada animal dos grupos AMO e AMO/OA, em seringa contendo 0,1 mL de citrato 

de sódio a 3,2%. Uma alíquota do AMO foi transferida para um microtubo estéril e 

armazenada até o momento da aplicação clínica. O restante da amostra foi preparada para a 

citometria de fluxo e os testes de caracterização das CTM. 

 

Preparo da amostra do AMO para a citometria de fluxo  

Amostras de AMO foram colocadas em tubo Falcon (15 mL) com 14 mL de Tampão de Lise 

e centrifugadas a 1.200 rpm, durante dez minutos. Desprezou-se o sobrenadante e as amostras 

foram transferidas para microtubos contendo 1 mL de Soro Fetal (SF) com Dimetil Sulfóxido 

e imediatamente congeladas em freezer - 80 ºC até o momento das análises.  

 

Procedimento cirúrgico  

Após preparação anti-séptica, um DTC de 5 mm de diâmetro foi cirurgicamente criado na 

calvária de cada animal, como descrito por Messora et al.
23

 No Grupo C, o defeito foi 

preenchido com coágulo sanguíneo. Nos grupos PRP e AMO, o defeito foi preenchido com 

PRP e com AMO, respectivamente. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com enxerto de 

OA. Nos grupos PRP/OA e AMO/OA, o defeito foi preenchido com enxerto de OA 

combinado com PRP ou AMO, respectivamente. Os tecidos moles foram reposicionados e 
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suturados. Cada animal recebeu injeção intra-muscular de morfina (1 mg/kg de peso corporal 

- Dimorf
®
, Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, São Paulo, Brasil) e 24.000 UI 

de Penicilina G-benzatina (Pentabiótico* Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge
®
 Saúde 

Animal Ltda., Campinas, Brasil) após a cirurgia.  

 

Protocolo de obtenção do enxerto de OA  

O OA obtido da calvária durante a criação do DTC foi preparado em um triturador de osso 

tipo pilão.  

 

Protocolo de aplicação do PRP e AMO  

No momento da aplicação clínica, os animais dos grupos PRP e PRP/OA receberam 50 μl de 

PRP associado ou não a 0,1 ml de enxerto de OA, enquanto os animais dos grupos AMO e 

AMO/OA receberam 50 μl de AMO associado ou não a 0,1 ml de enxerto de OA.  O PRP e o 

AMO foram ativados com solução de cloreto de cálcio a 10% (Calcium Chloride 10% 

Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX), na proporção de 0,05 ml de cloreto de cálcio 

para cada 1 ml de PRP ou AMO, para promover sua coagulação.  

 

Análises qualitativa e quantitativa de plaquetas  

Líquido de Brecher foi usado para lisar eritrócitos e diluir as amostras de sangue periférico e 

PRP. Plaquetas das amostras de sangue periférico e PRP foram contadas manualmente em 

câmara de Neubauer. Amostras de sangue periférico e de PRP foram coradas com “Panótico 

Rápido LB” (LaborClin, Pinhais, Brasil) para avaliar a morfologia das plaquetas.  

 

Quantificação e caracterização das CTM  
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Contagem celular  

Foi procedida a contagem celular automatizada das amostras obtidas no equipamento 

HORIBA ABX Pentra 60
®

 para calcular a quantidade de células necessárias para os 

procedimentos de adesão celular ao plástico, citometria de fluxo e diferenciação em tri-

linhagem.  

 

Viabilidade celular  

Para assegurar o índice de viabilidade das células linfomononucleares (LMN) obtidas, 

procedeu-se à determinação da viabilidade celular pela coloração do azul de trípano a 0,4% 

(Tripan Blue Thermo Fisher Scientific
®
). Considerou-se apenas as células viáveis.  

  

Capacidade de adesão ao plástico e caracterização por diferenciação em meios indutores – 

tri-linhagem  

Uma alíquota de células LMN foi reservada para a comprovação de outros parâmetros 

característicos das CTM: adesão ao plástico quando cultivadas in vitro e potencial de 

diferenciação em tri-linhagem. 

Para o teste de capacidade de adesão ao plástico, foram plaqueadas 10
5
 células em placas de 

24 poços, Tissue-Treated Corning
®
, mantidos na presença de meio de cultura DMEM-F12 

(Dulbecco’s Modified Minimal Essential Medium - Invitrogen
®
) acrescido de 10% de SF 

Bovino (Invitrogen
®
) aditivado com antibióticos-antimicótico. O conjunto foi colocado em 

estufa com 5% de CO2, a 37
o 
C. Foram realizados o acompanhamento por visualização 

microscópica e as fotomicrografia da cultura.  

As CTM obtidas foram destinadas ao teste de comprovação do potencial de diferenciação em 

adipócitos, condrócitos e osteócitos. Para tanto, foram submetidas a meios indutores 

específicos para cada diferenciação, sendo eles: Stempro
®

 adipogen., Stempro
®

 chondro. e 
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Stempro

®
 osteogen. (Life technologies

™
). Para a diferenciação condrogênica, após 21 dias de 

indução, as células foram coradas com Azul de Toluidina; para a diferenciação adipogênica, 

após 14 dias de indução, foi procedida a coloração citoquímica Oil red O
®
; para a 

diferenciação osteogênica, após 14 dias de indução, utilizou-se o corante Alizarin red
®
. As 

trocas dos meios indutores de cada placa de 24 poços foi realizada 2 vezes na semana e 

registros fotográficos foram realizados durante a evolução da diferenciação. 

 

Citometria de Fluxo  

Amostras de AMO (grupos AMO e AMO/OA) foram submetidas à determinação fenotípica 

(células LMN) pelo método de citometria de fluxo, utilizando equipamento FACSCalibur 

BD™, com leitura realizada pelo software Cell Quest Pro
™

, do Hemocentro da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – UNESP. As células foram colocadas em suspensão em tampão 

próprio Isoton II BD™ e incubadas com painel de anticorpos monoclonais (anti-CDs) para 

identificação fenotípica. A avaliação foi realizada a partir de um painel imunofenotípico 

multicolor composto pelos marcadores positivos CD90-PERCP, CD71-FITC, CD73-FITC, 

CD105-PE e negativos CD11b-APC, CD31-PE, CD45-PE, CD44-FITC e CD34-FITC.  

Foi estabelecido um padrão de leitura conforme o percentual da média de intensidade de 

fluorescência do marcador, após eliminar o percentual de autofluorescência encontrado nas 

células do controle (aquelas que não receberam anticorpos específicos), respeitando as 

orientações da International Clinical Cytometry Society
24

 e de Gratama et al.
25

 

 

Processamento tecidual 

Os animais foram submetidos à eutanásia aos 10 ou 30 dias pós-operatórios. A área do defeito 

cirúrgico original e tecidos circunjacentes foram removidos em bloco. Após descalcificação 

inicial em solução de Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA) 10%, os espécimes foram 
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reduzidos utilizando as marcações em L como referência.

23 
Após descalcificação adicional, as 

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

longitudinais (5 μm), corados com hematoxilina e eosina (H&E) para análise 

histomorfométrica ou  submetidos às reações imunoistoquímicas para detecção das proteínas 

PCNA, BMP-2/4 e OCN.  

Para as reações imunoistoquímicas, os cortes histológicos foram submetidos à técnica da 

imunoperoxidase indireta empregando-se os seguintes anticorpos primários: anti-PCNA anti-

PCNA do rato gerado em camundongo (1:200, VP-P980, Vector Laboratories Inc., 

Burlingame, CA, EUA), anti-BMP 2/4 do rato gerado em coelho (1:100, SC-9003, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA) e anti-OCN do rato gerado em cabra (1:100, SC-18319, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).  O processamento imunoistoquímico foi 

realizado como por Nagata et al.
5
 Todas as amostras foram acompanhadas por um controle 

negativo. 

 

Procedimentos de análise microscópica  

Foram selecionados cinco cortes histológicos de cada animal, representando o centro do 

defeito cirúrgico original, para as análises histomorfométrica (2 cortes) e imunoistoquímica (3 

cortes), realizadas por examinadores calibrados e que desconheciam o tratamento realizado 

(Axiovision v.4.8.2, Carl Zeiss, Jena, Alemanha).  

Critérios baseados no estudo de Messora et al.
23 

foram utilizados para padronizar a análise 

histomorfométrica das imagens digitais. Resumidamente, a área total (AT) correspondeu à 

área total do defeito cirúrgico original e a área de osso (AO) foi calculada como uma 

porcentagem de AT. Critérios baseados no estudo de Nagata et al.
19 

foram utilizados para a 

análise imunoistoquímica das imagens digitais. Células PCNA-positivas, BMP-2/4-positivas e 

OCN-positivas foram quantificadas dentro dos limites de AT 
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Análise estatística  

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas. Cada parâmetro (AO, 

número de células PCNA-positivas, número de células BMP 2/4-positivas, número de células 

OCN-positivas) foi avaliado separadamente. A significância das diferenças entre os grupos foi 

determinada por análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey post hoc quando 

a ANOVA sugeriu diferença significativa entre os grupos (p<0,05). A análise intra-grupo foi 

realizada usando o teste t.  

 

RESULTADOS  

 

Análises qualitativa e quantitativa de plaquetas  

As plaquetas exibiram morfologia normal. A média da contagem de plaquetas nas amostras de 

sangue periférico foi de 552,29 ± 148,12 x 10
3
 plaquetas/µl, enquanto que a média da 

contagem de plaquetas nas amostras de PRP foi de 3.547,11 ± 1.421,72 x 10
3
 plaquetas/µl.  

 

Quantificação e caracterização das CTM  

 

Capacidade de adesão ao plástico e caracterização por diferenciação em meios indutores – 

tri-linhagem  

 

As amostras de AMO dos grupos AMO e AMO/OA de 10 e 30 dias apresentaram células que 

aderiram ao plástico e formaram unidades fibroblastóides (Figs. 1A, 1B e 1C), bem como 

diferenciaram-se nas linhagens adipogênica, condrogênica e osteogênica (Figs. 2B, 2C e 2D). 

Todas as culturas foram acompanhadas por um controle negativo (Fig. 2A). 
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Citometria de fluxo  

Os resultados da citometria de fluxo das amostras de AMO dos grupos AMO e AMO/OA 

estão apresentados na Tabela 1.  

 

Análises histológica e histométrica 

Grupo C: aos 10 e 30 dias, os defeitos ósseos mostravam-se quase totalmente preenchidos por 

tecido conjuntivo denso (Fig. 3A e Fig. 4A). Uma faixa muito estreita de tecido ósseo 

neoformado estava confinada exclusivamente às bordas do defeito cirúrgico.  

Grupos PRP e AMO: Aos 10 dias, o defeito apresentava-se em sua maior parte ocupado por 

tecido conjuntivo denso, com grande quantidade de fibras colágenas e vasos sanguíneos, e 

moderada quantidade de fibroblastos. O tecido ósseo neoformado estava confinado às bordas 

do defeito ósseo (Fig. 3B e Fig. 3C). Estas vertentes ósseas eram compostas por uma rede 

muito delicada de trabéculas de osso imaturo que circunscreviam amplos espaços medulares. 

As superfícies dessas trabéculas estavam repletas de osteoblastos demonstrando 

características morfológicas de intensa atividade. Aos 30 dias, o tecido conjuntivo que 

ocupava o centro dos defeitos ósseos mostrou-se mais denso, com moderada quantidade de 

fibroblastos e vasos sanguíneos. Observou-se maior neoformação óssea tanto em direção ao 

centro do defeito ósseo, quanto promovendo o espessamento das trabéculas ósseas 

preexistentes, resultando em redução dos espaços medulares. Tal neoformação tecidual foi 

nitidamente mais pronunciada no Grupo AMO (Fig. 4B e Fig. 4C). 

Grupo OA: Aos 10 e 30 dias, observou-se uma faixa muito estreita de tecido ósseo 

neoformado nas bordas da ferida cirúrgica. O defeito ósseo estava totalmente ocupado por 

tecido conjuntivo com grande quantidade de partículas remanescentes do enxerto ósseo (Fig. 

3D e Fig. 4D). Na superfície da maioria das partículas, constatou-se aposição de fina camada 
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de tecido ósseo imaturo aos 30 dias (Fig. 5A), o que foi raramente observado aos 10 dias. Em 

ambos períodos, nos remanescentes do enxerto ósseo que não exibiam aposição de tecido 

ósseo na superfície, constatou-se com frequência a presença de lacunas de reabsorção 

ocupadas por osteoclastos. O tecido conjuntivo situado nas superfícies do defeito ósseo e 

adjacências das partículas ósseas era do tipo denso fibroso, composto por grande quantidade 

de fibras colágenas e vasos sanguíneos, moderada quantidade de fibroblastos e raros focos 

isolados de células inflamatórias, especialmente nos locais onde a reabsorção óssea das 

partículas do enxerto ocorria ativamente.  

Grupos PRP/OA e AMO/OA: Aos 10 dias, apresentavam características histológicas muito 

semelhantes às do Grupo OA, todavia, a aposição de tecido ósseo sobre as partículas 

remanescentes do enxerto ósseo foi bem mais frequente (Fig. 3E e Fig. 3F). O tecido ósseo 

formado na superfície das partículas apresentou fina espessura. Aos 30 dias, a espessura do 

tecido ósseo depositado sobre as partículas aumentou pronunciadamente em ambos os grupos 

(Fig. 4E e Fig. 4F), especialmente no Grupo AMO/OA, onde se constatava com frequência a 

confluência das trabéculas ósseas depositadas sobre uma partícula com trabéculas ósseas 

depositadas sobre partículas adjacentes (Fig. 5B). Neste período, no Grupo PRP/OA e, 

especialmente no Grupo AMO/OA, à medida que a espessura do tecido ósseo neoformado 

aumentava sobre as partículas, o tecido conjuntivo denso ficava confinado aos espaços 

existentes entre tais trabéculas e a superfície do defeito, restabelecendo a estrutura do 

periósteo.  

Médias e desvios-padrão de AO para todos os grupos, bem como as comparações inter-

grupos, aos 10 dias e 30 dias, estão apresentadas nas  figuras 6 e 7, respectivamente. A AO, 

aos 30 dias, foi significativamente maior quando comparada com seu valor aos 10 dias, nos 

grupos C, PRP, AMO e AMO/OA. 
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Análise imunoistoquímica  

A técnica imunoistoquímica empregada mostrou alta especificidade na detecção das proteínas 

analisadas.  As células imunorreativas apresentaram uma coloração marrom escuro confinada 

ao núcleo, no caso de PCNA, e ao citoplasma e à matriz extracelular, no caso de BMP 2/4 e 

OCN. 

Todos os grupos apresentaram imunomarcações para PCNA, BMP 2/4 e OCN aos 10 e 30 

dias. Imunomarcações positivas para essas proteínas nos grupos C e AMO/OA, aos 30 dias, 

estão apresentadas na figura 8. Imunomarcação para PCNA estava presente em células 

situadas nas adjacências do tecido ósseo neoformado (bordas do defeito e superfície das 

partículas remanescentes do enxerto ósseo). Células PCNA-positivas também estavam 

difusamente distribuídas no tecido conjuntivo que preenchia o centro dos defeitos e que 

circunscrevia as partículas do enxerto. As imunomarcações de BMP-2/4 e OCN foram 

expressas predominantemente em osteoblastos e na matriz extracelular imediatamente 

adjacente ao tecido ósseo neoformado.  

Médias e desvios-padrão de células PCNA-positivas, BMP-2/4-positivas e OCN-positivas 

para todos os grupos, bem como as comparações inter-grupos, aos 10 dias e 30 dias,  estão 

apresentadas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. 

Os números de células PCNA-positivas e BMP-2/4-positivas, aos 10 dias, foram 

significativamente maiores quando comparadas com seus valores aos 30 dias. O número de 

células OCN-positivas, aos 10 dias, foi significativamente maior quando comparado com seu 

valor aos 30 dias, nos grupos C, PRP e PRP/OA. Já no Grupo AMO, o número de células 

OCN-positivas, aos 10 dias, foi significativamente menor quando comparado com seu valor 

aos 30 dias.  

 

DISCUSSÃO  
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Aos 10 dias pós-operatórios, todos os grupos tratados com enxerto de OA (grupos OA, 

PRP/OA e AMO/OA) apresentaram área de osso (AO) significativamente maior que o 

controle. Os grupos PRP/OA e AMO/OA apresentaram AO similares, mas somente o grupo 

PRP/OA foi significativamente maior que o grupo OA. Os resultados favoráveis dos grupos 

OA, PRP/OA e AMO/OA no reparo ósseo foram também observados aos 30 dias pós-

operatórios. Contudo, uma inversão de resultados entre os grupos PRP/OA e AMO/OA 

ocorreu neste período, pois apesar desses grupos terem apresentado AO similares, somente o 

grupo AMO/OA foi significativamente maior que o grupo OA. Essa superioridade do grupo 

AMO/OA, aos 30 dias, foi confirmada pela análise histológica, que mostrou que a espessura 

do tecido ósseo sobre as partículas do enxerto de OA aumentou de forma mais pronunciada 

neste grupo quando comparada ao grupo PRP/OA. Um achado interessante foi o grupo AMO 

ter apresentado, aos 30 dias, AO significativamente maior que o grupo controle e similar a dos 

grupos OA e PRP/OA, sendo, no entanto, menor que o grupo AMO/OA.  

Os melhores resultados observados pelo grupo PRP/OA quando comparados ao grupo OA, 

aos 10 dias, são corroborados por vários estudos que demonstraram que o PRP melhora o 

reparo de enxertos de OA em diferentes modelos experimentais.
15,26,27

 Contudo, aos 30 dias, o 

PRP não adicionou nenhum efeito benéfico sobre o reparo do enxerto de OA, pois a AO dos 

grupos PRP/OA e OA foram similares. Embora utilizando diferente modelo animal e 

metodologia, os resultados do presente estudo são corroborados pelos estudos de Schlegel et 

al.
28 

e Wilfang et al.,
29 

que também observaram efeito benéfico do PRP no reparo de enxertos 

de OA somente nos períodos iniciais. A concentração aumentada de plaquetas no PRP provê 

um veículo para levar concentrações supra-fisiológicas de FC em um sítio de injúria, que 

estimulam a proliferação celular de várias células, especialmente a proliferação, diferenciação 

e função de osteoblastos.
30-32

 Apesar de vários autores terem afirmado que o PRP aumentou o 

índice de formação óssea,
14,22,33

 nenhum deles realmente mediu este índice. Segundo Gerard 
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et al.,

27
 o índice de aposição, ou seja, o índice no qual o novo osso se forma, somente pode ser 

determinado histologicamente pela medição da distância entre as marcações de fluorocromo 

existentes em intervalos específicos. Este índice foi efetivamente mensurado no estudo 

realizado por Gerard et al.,
27

 que avaliaram o efeito do PRP nos enxertos de OA em cães, e 

constataram que este índice não foi afetado pela adição de PRP aos enxertos. Concluíram que 

a nova formação óssea ocorre em período mais precoce com a adição de PRP, mas não de 

forma mais rápida, e o produto final não é diferente do ponto de vista de volume ósseo e 

densidade mineral entre os enxertos suplementados com PRP versus aqueles não 

suplementados com PRP. Este raciocínio de Gerard et al.
27 

poderia ser usado para explicar os 

resultados do presente estudo, onde se observou que o grupo PRP/OA apresentou AO 

significativamente maior que o grupo OA somente aos 10 dias, mas não aos 30 dias. Ou seja, 

é provável que, aos 10 dias, tenha ocorrido aumento na AO no grupo PRP/OA devido à 

existência de maior número de osteoblastos trabalhando no sítio enxertado como 

consequência da liberação dos FC pelas plaquetas do PRP, resultando em aumento da 

proliferação, diferenciação e função de osteoblastos.
30-32

 Contudo, esses efeitos são 

temporários e, com o passar do tempo, o grupo OA também vai apresentar aumento na 

proliferação e diferenciação de osteoblastos, pois os enxertos de OA têm propriedades de 

osteogênese e osteoindução, o que acaba por levar a resultados semelhantes em termos de AO 

entre os grupos OA e PRP/OA em um período de tempo maior.  Esta hipótese é corroborada 

pelos achados imunoistoquímicos, pois, aos 10 dias, o grupo PRP/OA apresentou números 

significativamente maiores de células PCNA-positivas e BMP-2/4-positivas que o grupo OA, 

demonstrando proliferação celular e diferenciação de osteoblastos aumentadas no grupo com 

adição de PRP.  Já, aos 30 dias, esses grupos apresentaram números similares de células 

PCNA-positivas, enquanto que, inversamente ao observado aos 10 dias, o grupo PRP/OA 

apresentou número significativamente menor de células BMP-2/4-positivas que o grupo OA, 
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indicando haver ainda um estímulo aumentado na diferenciação de osteoblastos no grupo OA. 

Além disso, o número de células OCN-positivas, que se apresentou significativamente maior 

no grupo PRP/OA que no grupo OA aos 10 dias, passou a ser similar nesses dois grupos aos 

30 dias, confirmando que o processo de síntese da matriz óssea e sua mineralização
34

 ocorria 

de forma semelhante nesses dois grupos no período mais tardio.  

Em estudo anterior do nosso grupo, utilizando exatamente a mesma metodologia do presente 

estudo, AO significativamente maior foi observada no grupo OA/ PRP que no grupo OA, aos 

30 dias.
18 

Pode-se constatar, portanto, que realmente existe variabilidade na resposta biológica 

ao PRP no reparo ósseo, corroborando as revisões de literatura que têm indicado resultados 

inconsistentes do PRP neste tipo de reparo.
16,35-37 

 

O grupo AMO/OA apresentou AO similar aos grupos OA e PRP/OA aos 10 dias. Contudo, 

aos 30 dias, o grupo AMO/OA apresentou os melhores resultados, pois apresentou AO 

significativamente maior que o grupo OA, e características histológicas de reparo ósseo mais 

avançado que o grupo PRP/OA. Muito interessante foi o resultado apresentado pelo grupo 

tratado somente com AMO, que apresentou AO significativamente maior que o controle e 

similar àquela do grupo OA, aos 30 dias. É provável que esses resultados favoráveis na 

neoformação óssea ou na reparo do enxerto de OA observadas nos grupos AMO e AMO/OA 

foram devidos às propriedades biológicas inerentes do AMO.   

Sabe-se que o AMO contém eritrócitos, plasma, lipídeos e uma fração de células 

mononucleares (CMN), que são compostas por células-T, células-B, monócitos, células-

tronco hematopoiéticas (CTH), células progenitoras endoteliais e CTM. Smiler et al.
38

 

demonstraram que o AMO contém porcentagem significativamente maior de CTM, CTH e 

células endoteliais que o sangue periférico. Tem sido demonstrado que as CTM apresentam 

alta capacidade de diferenciação osteogênica,
39-41

 principalmente as derivadas da medula 

óssea.
42,43

 Na medula óssea, as CTM ocupam distintas localizações anatômicas e dividem seus 
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nichos com muitos outros tipos celulares, incluindo osteoblastos e CTH. Esses três tipos 

celulares demonstram cross-talk e parecem regular, reciprocamente, o comportamento celular 

e o compromisso com a linhagem.
44

 Tem sido demonstrado que as CTH são capazes de 

induzir a diferenciação osteogênica de CTM.
45

 Assim, pode-se inferir que os resultados 

positivos na regeneração óssea observados nos grupos AMO e AMO/OA do presente estudo 

sejam devidos, principalmente, ao aumento significativo de CTM, CTH e células endoteliais 

no sítio da ferida cirúrgica. Essa hipótese é corroborada pelos resultados da análise da 

citometria de fluxo, onde se constatou que as amostras de AMO continham células que 

expressaram marcadores de superfície utilizados para identificação de CTM, CTH, células 

hematopoiéticas e células endoteliais, como observado em outros estudos.
38,46,47

 Além disso, 

os testes in vtiro comprovaram não somente a presença das CTM nas amostras de AMO, mas 

também suas potencialidades de diferenciação em tri-linhagem.
24

  

É importante considerar que os defeitos cirúrgicos dos grupos AMO e AMO/OA receberam 

células frescamente obtidas da medula óssea. Em uma revisão de literatura sobre CTM 

derivadas da medula óssea, Bara et al.
44

 constataram que a maioria das abordagens 

terapêuticas com essas células conta com a fase de expansão celular in vitro para produzir 

grande quantidade dessas células antes da implantação, e que a literatura mostra claramente 

que a fase de expansão in vitro causa alterações dramáticas no fenótipo das CTM que podem 

ter implicações muito significativas para o desenvolvimento de terapias efetivas. Essas 

alterações fenotípicas pronunciadas associadas com as CTM expandidas in vitro tem 

direcionado a atenção para o uso de medula óssea não processada ou de CMN frescamente 

isoladas. Em um nível celular, estas abordagens terapêuticas podem preservar a 

multipotencialidade das CTM e sua capacidade de auto-renovação.  Isto pode não somente 

fortificar o potencial terapêutico das mesmas, mas evitar atrasos no tratamento e altos custos 

financeiros associados com a fase de expansão in vitro.
44

 Portanto, pode-se inferir que a 
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utilização do AMO frescamente obtido no presente estudo, proporcionou CTM em estado 

mais primitivo no sítio cirúrgico, com características semelhantes àquelas encontradas em seu 

meio nativo na medula óssea, e com possibilidade de continuar a exibir interações com as 

demais células da medula óssea que também constituem o AMO.  As CTM podem ter efeito 

reparativo através da sinalização parácrina pela liberação de moléculas biologicamente ativas 

que afetam a migração e proliferação celular e sobrevivência das células circunjacentes.
48

 

Assim, pode-se hipotetizar que, no grupo AMO/OA, além da alta capacidade de diferenciação 

osteogênica, as CTM tenham contribuído, também, para a maior sobrevivência das células do 

enxerto de OA, auxiliando, assim, na incorporação mais rápida das partículas deste enxerto.  

Deve-se considerar, também, a influência inversa, ou seja, que o enxerto de OA teve sobre as 

CTM, pois sabe-se que a composição do arcabouço e propriedades de superfície podem ter 

um papel principal na proliferação e diferenciação de CTM.
49

 Essas hipóteses são 

corroboradas pelos resultados da análise imunoistoquímica do presente estudo que mostraram, 

aos 10 dias, números significativamente maiores de células PCNA-positivas e BMP-2/4-

positivas no grupo AMO/OA que no grupo OA. Já, aos 30 dias, o grupo AMO/OA apresentou 

número significativamente maior de células OCN-positivas que o grupo OA, confirmando o 

grau mais adiantado de reparo ósseo no grupo da terapia combinada.  Finalmente, é 

importante ressaltar que um componente significativo do mecanismo de ação das CTM é que 

elas diretamente atenuam a resposta inflamatória.
48

 Portanto, a ação anti-inflamatória das 

CTM também pode ter contribuído para os resultados positivos obtidos nos grupos que 

continham AMO no presente estudo.  

Esse grande potencial biológico do AMO na regeneração óssea pôde ser confirmado no grupo 

tratado somente com AMO, tanto pelos resultados da análise histométrica, como 

anteriormente mencionado, como da análise imunoistoquímica, que apresentou proliferação 
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celular, diferenciação osteoblástica e maturação óssea mais pronunciadas no grupo AMO que 

nos grupos OA e PRP/OA aos 30 dias.  

Dentre dos limites deste estudo, pode-se concluir que, aos 10 dias, a associação PRP/OA 

proporcionou maior AO em DTC em calvárias de ratos quando comparada ao controle ou a 

cada terapia única (PRP, AMO e OA); enquanto que, aos 30 dias, a associação AMO/OA foi a 

que promoveu maior AO que o controle ou cada terapia única. A terapia única com AMO 

promoveu AO semelhante àquela obtida com a terapia única com enxerto de OA aos 30 dias.  

Diferenças significativas na AO não foram observadas entre os grupos tratados com  PRP/OA 

e com AMO/OA em ambos os períodos de análise; contudo, uma reparo óssea mais avançada 

foi observada no grupo tratado com AMO/OA aos 30 dias. 
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LEGENDA DE FIGURAS 

Fig.1. Células, isoladas da medula óssea de ratos, plaqueadas para verificação da 

capacidade de aderência ao plástico das mesmas. 7 dias de cultura: células com aspecto 

fibroblastóide aderidas ao plástico e células autofluorescentes não aderidas (A); 14 dias de 

cultura: células com prolongamentos maiores, citoplasma mais abundante e menor 

autofluorescência (B); 21 dias de cultura: células com citoplasma abundante, com aspecto 

fibrilar e presença de matriz extracelular (C). Aumento original de 400x. 

Fig.2. Células isoladas da medula óssea de ratos submetidas a diferentes meios indutores, 

para a verificação da capacidade de diferenciação das mesmas em tri-linhagem. Controle 

negativo (A). Diferenciação adipogênica: intensa trama de células fibroblastoídes, com 

presença evidente de vacúolos com lipídeos no interior. Coloração citoquímica Oil red O
®

 

(B). Diferenciação condrogênica: células arredondadas, citoplasmas abundantes, núcleos 

bem corados e um discreto aro mais claro perinuclear formando núcleos isogênicos. 

Coloração com Azul de Toluidina (C). Diferenciação osteogênica: depósitos exagerados de 

cálcio em marrom. Aspecto de tapete celular confluente, sem espaços livres com deposição 

de cálcio de forma heterogênea, porém uniformemente distribuído em toda cultura. 

Coloração com Alizarin red
®
 (D). Aumento original 200x. 

Fig.3. Visões panorâmicas dos defeitos cirúrgicos aos 10 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografia dos grupos Controle (A); PRP (B); AMO (C); OA (D); PRP/OA (E) e 

AMO/OA (F). H&E. Barra de escala = 500 μm. Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma 

rico em plaquetas; AMO, aspirado de medula óssea; OA, osso autógeno. 

Fig.4. Visões panorâmicas dos defeitos cirúrgicos aos 30 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografia dos grupos Controle (A); PRP (B); AMO (C); OA (D); PRP/OA (E) e 
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AMO/OA (F). H&E. Barra de escala = 500 μm. Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma 

rico em plaquetas; AMO, aspirado de medula óssea; OA, osso autógeno. 

Fig.5. Visões detalhadas dos defeitos cirúrgicos aos 30 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografia dos grupos OA (A) e AMO/OA (B). H&E. Barra de escala = 30 μm. 

Abreviaturas: OA, osso autógeno; AMO, aspirado de medula óssea.  

Fig.6. Médias e desvios-padrão da Área de Osso (AO), com comparações inter-grupos aos 

10 dias pós-operatórios. 

Fig.7. Médias e desvios-padrão da Área de Osso (AO), com comparações inter-grupos aos 

30 dias pós-operatórios. 

Fig.8. Imunomarcações para PCNA, BMP-2/4 e OCN no defeito cirúrgico, aos 30 dias 

pós-operatórios. Fotomicrografias mostrando células PCNA-positivas (cabeça de seta 

preta) nos grupos Controle (A) e AMO/OA (B). Fotomicrografias mostrando células BMP-

2/4-positivas (cabeça de seta vermelha) nos grupos Controle (C) e AMO/OA (D). 

Fotomicrografias mostrando células OCN-positivas (cabeça de seta azul) nos grupos 

Controle (E) e AMO/OA (F). Barra de escala = 40 μm. Abreviaturas: C, controle; AMO, 

aspirado de medula óssea; OA, osso autógeno; PCNA, antígeno nuclear de proliferação 

celular; BMP-2/4, proteína morfogenética óssea 2/4; OCN, osteocalcina; TO, tecido ósseo; 

TC, tecido conjuntivo; VS, vaso sanguíneo. 
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Tabela 1. 

 

Porcentagens médias (± desvios-padrão) de células positivas para cada marcador nas amostras 

de AMO dos grupos AMO e AMO/OA aos 10 e 30 dias pós-operatórios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Marcador 
AMO AMO/OA 

10 dias 30 dias 10 dias 30 dias 

CD 71 10,282 ± 2,47 9,99 ± 2,22 9,34 ± 2,47 10,23 ± 4,21 

CD 45 63,256 ± 4,05 41,44 ± 4,08 58,57 ± 10,83 37,28 ± 12,82 

CD 11b 1,04 ± 0,82 4,81 ± 4,12 0,99 ± 0,75 2,26 ± 1,80 

CD 44 88,322 ± 8,23 86,22 ± 3,28 83,83 ± 5,36 75,10 ± 24,08 

CD 31 7,054 ± 2,83 10,01 2,98 4,68 ± 1,90 10,65 ± 7,10 

CD 90 12,23 ± 1,93 18,47 ± 5,49 11,41 ± 1,68 14,72 ± 3,22 

CD 73 15,916 ± 3,78 19,30 ± 9,05 17,61 ± 3,81 20,61 ± 4,17 

CD 105 34,848 ± 4,60 55,08 ± 7,23 38,81 ± 0,85 53,40 ± 24,17 

CD 34 2,418 ± 0,61 4,38 ± 0,67 2,25 ± 1,30 2,28 ± 2,25 
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Tabela 2.  

 

Médias e desvios-padrão das células PCNA-positivas, BMP2/4-positivas e OCN-positivas aos 

10 dias pós-operatórios, com comparação inter-grupos. 

 

 

*
Diferença significativa quando comparado ao Grupo C aos 10 dias (P < 0,01);                           

¶
Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP aos 10 dias (P < 0,01);  

§
Diferença significativa quando comparado ao Grupo AMO aos 10 dias (P < 0,01); 

†
Diferença significativa quando comparado ao Grupo AMO aos 10 dias (P < 0,05); 

‡
Diferença significativa quando comparado ao Grupo OA aos 10 dias (P < 0,01); 

ǁ
Diferença significativa quando comparado ao Grupo OA aos 10 dias (P < 0,05); 

#
Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP/OA aos 10 dias (P < 0,01). 

 

 

Variável C PRP AMO OA PRP/OA AMO/OA 

PCNA 96 ± 4,8 135,3 ± 4,2
*
 141,3 ± 4,5

*
 119 ± 4,3

*¶§
 

170,8 ± 7,4
* ¶§ 

‡
 

130,3 ± 9,2
*†ǁ #

 

BMP2/4 101 ± 5,3 133 ± 7,5
*
 125,6 ± 6,2

*
 118,6 ± 5,1

*¶
 137,8 ± 5,3*

§‡
 130 ± 4,7

*‡
 

OCN 81,8 ± 2,8 124 ± 6,8
*#

 115,7 ± 5,9
*#

 117,2 ± 5,6
*#

 165,7 ± 5,3
*
 121,5 ± 3,7

*#
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Tabela 3.  

Médias e desvios-padrão das células PCNA-positivas, BMP2/4-positivas e OCN-positivas aos 

30 dias pós-operatórios, com comparação inter-grupos. 

 

 

 

 
*
Diferença significativa quando comparado ao Grupo C aos 30 dias (P < 0,01);                           

¶
Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP aos 30 dias (P < 0,01);  

§
Diferença significativa quando comparado ao Grupo AMO aos 30 dias (P < 0,01); 

†
Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP/OA aos 30 dias (P < 0,01); 

‡
Diferença significativa quando comparado ao Grupo OA aos 30 dias (P < 0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variável C PRP AMO OA PRP/OA AMO/OA 

PCNA 24,7 ± 3,9 43,8 ± 10,4
*
 82,2 ± 7,6

*¶
 44,8 ± 3,9

*§
 45,2 ± 6,4

*§
 49,8 ± 5,4

*§
 

BMP2/4 24,7 ± 3,7 40 ± 4,3
*
 103,1 ± 4,9 

*¶
 88,8 ± 4,9

*¶§†
 49,5 ± 4,4

*§
 97 ± 7,4

*¶†
 

OCN 37,1 ± 3,5 80,4 ± 9,3
*
 126,7± 4,9

*¶
 103 ± 5,7

*¶§
 105,6 ± 4,9

*¶§
 124,5 ± 4,2

*¶†‡
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Figura 1 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 

Comparações inter-grupos:  

*
Diferença significativa quando comparado ao Grupo C aos 10 dias (P < 0,01);                           

¶
Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP aos 10 dias (P < 0,01);  

§
Diferença significativa quando comparado ao Grupo AMO aos 10 dias (P < 0,01); 

†
Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP/OA aos 10 dias (P < 0,05). 
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Figura 7 

 

Comparações inter-grupos:  

*
Diferença significativa quando comparado ao Grupo C aos 30 dias (P < 0,05);                           

¶
Diferença significativa quando comparado ao Grupo C aos 30 dias (P < 0,01);  

§
Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP aos 30 dias (P < 0,01); 

†
Diferença significativa quando comparado ao Grupo AMO aos 30 dias (P < 0,01); 

‡
Diferença significativa quando comparado ao Grupo OA aos 30 dias (P < 0,01). 
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Figura 8 
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ANEXO A – Aprovação do projeto pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
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Abstract and Keywords. On the page following the title page, please provide 
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methods, results, and conclusions of the study. Where applicable, the abstract should include 

a labeled Statement of Clinical Significance. Authors should also supply up to five keywords 

suitable for indexing. Keywords may be modified by the Editors. 
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level of evidence at the beginning of the Methods Section (Levels of Evidence IV and V will 

not be considered). Manuscripts that describe experimental work using human or animal 

subjects must include a statement in the Methods section that approval was obtained from an 

Institutional Review Board or an Institutional Animal Care and Use Committee prior to 

performing the study. Authors must perform appropriate and rigorous statistical analysis. 
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confirmation of registration in their manuscript or as a supplemental file. 

Institutional Review Board / Animal Care and Use Committee approval: Authors must submit 

a copy of approval papers as a supplemental file. 
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funding for the study including internal sources; and (2) provide information concerning all of 

the authors' professional and financial affiliations that may be perceived to have biased the 
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References: A full list of all publications cited in the text should be provided in numerical 

order, sequentially as they appear in the text. Do not alphabetize. The titles of journals should 
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Journal Article (web only, no volume/issue) 

Odekerken JCE, Welting TJM, Arts JJC, Walenkamp GHIM, Emans PJ. 2013. Modern 
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reference list. Do not renumber all the references and all the citations in the text to reflect the 

correct location of the citation. Simply cite the reference where needed in the text, but use the 
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measures to disguise the individual's identity. 
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several images this should be noted with consecutive letters (e.g., Figure 1a, 1b, etc). Please 
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permission from the copyright holder. A template permissions letter can be found 
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used figures and tables at time of manuscript submission. 
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of $700 per page. 
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names (with the corresponding author indicated by an asterisk), and an 80-words abstract 

summarizing the key findings presented in the paper. The .doc must be accompanied by a 

figure from the manuscript that best represents the scope of the paper. The supplied image 
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minimum resolution of 300 dpi size of 8.5 × 11” is required for consideration. Images must 
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could aid readers in understanding the authors' findings and where appropriate to ensure that 

the length restrictions are met. Supplementary material for articles published in the Journal of 

Orthopaedic Research will be available in the online version of the journal. This 
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final acceptance by the editors, and is posted online in the format in which it is supplied. 

Supplementary material is available online with published articles to licensed subscribers. 
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two-month deadline. Requests for deadline extension will be considered. Revised papers must 
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individual comment, including both the comments and responses in the system field 

provided). 
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All submitted manuscripts are reviewed initially by the Editors for quality, novelty, scientific 

importance, and relevance to the journal's general readership. Manuscripts with insufficient 

priority for publication or those that are outside the scope of the journal are not reviewed 

further, and are returned to the authors. Manuscripts judged worthy of further consideration 
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Manuscripts will be reviewed by peer experts chosen by the editors and/or suggested by the 

authors. The editors make every effort to have reviews returned within two weeks. If the 

reviewers provide comments and suggestions and recommend that a revised manuscript be 
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signs of misconduct and all allegations are taken seriously. The Journal will investigate any 
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author's institution and funding agencies. Additionally, the Journal will not consider 
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