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Resumo 

Belem ELG. Aspirado de medula óssea e plasma rico em plaquetas, associados ou não à 

terapia com laser em baixa intensidade no reparo ósseo. 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 à terapia com laser em baixa intensidade (LLLT) 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, LLLT, PRP/LLLT e 

AMO/LLLT. 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 LLLT, o defeito recebeu 

aplicação da LLLT (InGaAlP), foi preenchido com coágulo sanguíneo e irradiado novamente. 

Nos grupos PRP/LLLT e AMO/LLLT, o defeito recebeu aplicação da LLLT, foi preenchido 

com PRP ou AMO, respectivamente e irradiado novamente. Os animais foram submetidos à 

eutanásia aos 10 ou 30 dias pós-operatórios. Foram realizadas análises histomorfométrica e 

imunoistoquímica. A área de osso neformado (AON) 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 pós-

operatórios, o grupo AMO apresentou AON significativamente maior que o grupo C. Aos 30 

dias pós-operatórios, o grupo AMO apresentou AON significativamente maior que os grupos 



C e LLLT, bem como números significativamente maiores de células BMP-2/4-positivas e 

OCN-positivas que o grupo C. Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a terapia 

com AMO promoveu a regeneração óssea em defeitos de tamanho crítico em calvárias de 

ratos, tanto aos 10 dias como aos 30 dias pós-operatórios.  

 

Palavras-chave: Medula óssea. Plasma rico em plaquetas. Terapia a laser de baixa 

intensidade. Células-tronco. Regeneração óssea. Ratos. 



Abstract 

BELEM, ELG. Bone marrow aspirate and platelet-rich plasma combined or not with low-

level laser therapy 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 low-level laser therapy (LLLT) on bone healing in surgically 

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

BMA, LLLT, PRP/LLLT and BMA/LLLT. 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 LLLT, the 

defect received laser irradiation (InGaAlP laser), was filled with blood clot and irradiated 

again. In groups PRP/LLLT and BMA/LLLT, the defect received laser irradiation (InGaAlP 

laser), was filled with PRP or BMA, respectively, and irradiated again.  Animals were 

euthanized at either 10 or 30 days postoperative. Histomorphometric and 

immunohistochemical analyses were performed. Newly formed bone area (NFBA) 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 postoperative, 

Group BMA presented significantly greater NFBA than control. At 30 days postoperative, 

Group BMA presented significantly greater NFBA than control and Group LLLT, as well as 

significantly higher numbers of BMP-2/4-positive and OCN-positive cells than control. 



Within the limits of this study, it can be concluded that the treatment with BMA promoted 

bone regeneration in critical-size rat calvarial defects at both 10 and 30 days postoperative. 

 

Keywords: Bone marrow. Platelet-rich plasma. Laser therapy, low-level. Stem cells. Bone 

regeneration. Rats. 
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 (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); LLLT (D); PRP/LLLT (E) e AMO/LLLT (F).  H&E. 

Barra de escala = 500 μm. Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma 

rico em plaquetas; AMO, aspirado de medula óssea; LLLT, terapia 

com laser em baixa intensidade. 
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Figura 4  -  Visões panorâmicas dos defeitos cirúrgicos aos 30 dias pós-

operatórios. Fotomicrografia dos grupos Controle (A); PRP (B); 

AMO (C); LLLT (D); PRP/LLLT (E) e AMO/LLLT (F).  H&E. 

Barra de escala = 500 μm. Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma 

rico em plaquetas; AMO, aspirado de medula óssea; LLLT, terapia 

com laser em baixa intensidade.   
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Figura 5  -  Médias e desvios-padrão da Área de Osso Neoformado (AON), com 

comparações inter-grupos aos 10 dias pós-operatórios. 
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Figura 6  -  Médias e desvios-padrão da Área de Osso Neoformado (AON), com 

comparações inter-grupos aos 30 dias pós-operatórios. 
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Figura 7  -  Imunomarcações para PCNA, BMP-2/4 e OCN no defeito cirúrgico, 

aos 10 dias pós-operatórios. Fotomicrografias mostrando células 

PCNA-positivas (cabeça de seta preta) nos grupos Controle (A) e 

AMO (B). Fotomicrografias mostrando células BMP-2/4-positivas 

(cabeça de seta vermelha) nos grupos Controle (C) e AMO (D). 

Fotomicrografias mostrando células OCN-positivas (cabeça de seta 

azul) nos grupos Controle (E) e AMO (F). Barra de escala = 40 μm. 

Abreviaturas: C, controle; AMO, aspirado de medula óssea; PCNA, 

antígeno nuclear de proliferação celular; BMP-2/4, proteína 
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morfogenética óssea 2/4; OCN, osteocalcina; TO, tecido ósseo; TC, 

tecido conjuntivo; VS, vaso sanguíneo. 

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 (B). Fotomicrografias mostrando células BMP-2/4-positivas 

(cabeça de seta vermelha) nos grupos Controle (C) e AMO (D). 

Fotomicrografias mostrando células OCN-positivas (cabeça de seta 

azul) nos grupos Controle (E) e AMO (F). Barra de escala = 40 μm. 

Abreviaturas: C, controle; AMO, aspirado de medula óssea; 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 à terapia com laser em baixa intensidade (LLLT) 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, LLLT, PRP/LLLT e 

AMO/LLLT. 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 LLLT, o defeito recebeu 

aplicação da LLLT (InGaAlP), foi preenchido com coágulo sanguíneo e irradiado novamente. 

Nos grupos PRP/LLLT e AMO/LLLT, o defeito recebeu aplicação da LLLT, foi preenchido 

com PRP ou AMO, respectivamente e irradiado novamente. Os animais foram submetidos à 

eutanásia aos 10 ou 30 dias pós-operatórios. Foram realizadas análises histomorfométrica e 

imunoistoquímica. A área de osso neformado (AON) 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 pós-

operatórios, o grupo AMO apresentou AON significativamente maior que o grupo C. Aos 30 

dias pós-operatórios, o grupo AMO apresentou AON significativamente maior que os grupos 

C e LLLT, bem como números significativamente maiores de células BMP-2/4-positivas e 

OCN-positivas que o grupo C. Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a terapia 

com AMO promoveu a regeneração óssea em defeitos de tamanho crítico em calvárias de 

ratos, tanto aos 10 dias como aos 30 dias pós-operatórios. 

Palavras-chave: Medula óssea; plasma rico em plaquetas; terapia a laser de baixa 

intensidade, células-tronco; regeneração óssea; ratos. 
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1 INTRODUÇÃO 

A despeito da complexidade do alvo para o reparo, as estratégias de engenharia tecidual 

geralmente envolvem a utilização de células, arcabouços biocompatíveis e fatores 

biologicamente ativos [1,2]. Nos últimos anos, tem-se observado um interesse crescente no 

potencial terapêutico de células derivadas da medula óssea para aplicações da engenharia 

tecidual.  Estudos recentes têm avaliado a terapia envolvendo cultivo de células-tronco 

mesenquimais (CTM) derivadas da medula óssea com o objetivo de promover o reparo ósseo 

[3-5]. O cultivo de CTM é uma abordagem promissora, porém requer instalações especiais, 

consome tempo e é oneroso, o que poderia torná-lo desvantajoso na prática clínica. Com o 

objetivo de simplificar o uso dessas células para que seu potencial terapêutico possa ser 

melhor explorado, o aspirado de medula óssea (AMO) tem sido proposto como uma fonte 

viável de CTM [6-8]. O AMO contém uma porcentagem de células hematopoiéticas, 

endoteliais e CTM significativamente maior que o sangue periférico [9]. Somente poucos 

estudos in vivo avaliaram o uso do AMO no reparo ósseo como terapia única [8,10,11], ou 

combinado com enxertos ósseos ou biomateriais, [6-8,12,13] demonstrando resultados 

promissores.  

Estudos in vitro que avaliaram o efeito da terapia com laser em baixa intensidade (LLLT) 

sobre as CTM demonstraram que a LLLT promoveu o aumento da proliferação destas celulas 

[14-17] e induziu sua diferenciação em osteoblastos [17]. Assim, considerando-se o grande 

potencial das CTM na engenharia tecidual e medicina regenerativa e o uso do AMO como 

rica fonte destas células, bem como os significativos efeitos bioestimulatórios da LLLT, um 

estudo pioneiro foi desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, onde a associação AMO/LLLT 

foi avaliada no reparo de defeitos de tamanho crítico (DTC) em calvária de ratos [10]. Neste 

estudo, foram avaliados 4 grupos experimentais: controle, AMO, LLLT e AMO/LLLT. 

Foram realizadas análise histomorfométrica da área de osso neoformado (AON) e análise 
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imunoistoquímica para avaliação das proteínas envolvidas no processo de reparo ósseo. 

Concluiu-se que a combinação AMO/LLLT aumentou significativamente a formação óssea 

quando comparados ao controle, ou a cada tratamento isoladamente.  

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 [18]. Esses processos envolvem sinais moleculares mediados principalmente por 

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

desempenham papel fundamental na inflamação e reparo ósseo [19-21]. Além disso, também 

secretam fibrina, fibronectina e vitronectina, que atuam como moléculas de adesão para 

migração celular mais eficiente [22].  Em 1998, Marx et al. [23] 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 cicatrização de enxertos ósseos.  

Após os resultados favoráveis obtidos por Marx et al.
 
[23], outros pesquisadores avaliaram os 

efeitos do PRP associado a enxertos de osso autógeno, demonstrando resultados positivos 

muito promissores em relação à formação e maturação ósseas [24-27]. Contudo, em alguns 

outros estudos, a adição de PRP não resultou em benefícios adicionais no reparo de enxertos 

de osso autógeno [28-30]. Possíveis explicações para esses resultados controversos são os 

empregos de diferentes protocolos de preparo e aplicação do PRP [27,31,32]. 

Além da utilização do PRP combinado a diferentes tipos de enxertos ósseos e biomateriais, 

outra modalidade terapêutica relatada foi a associação do PRP à LLLT. Martins et al.
 
[33] 

avaliaram os efeitos de 3 diferentes terapias nos resultados da cicatrização de osteonecrose 

dos maxilares relacionada ao uso dos bisfosfonatos (BRONJ) em pacientes com câncer: 1) 

terapia farmacológica; 2) terapia farmacológica com cirurgia e 3) terapia farmacológica com 

cirurgia associadas ao PRP e à LLLT. A associação de PRP e LLLT aos tratamentos 

convencionais para BRONJ melhorou significativamente a cicatrização desta lesão. Portanto, 
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esta terapia combinada merece ser melhor investigada, uma vez que ambos podem agir 

sinergicamente no processo de cicatrização [33], pois estudos prévios in vitro demonstraram 

que o processo de secreção de plaquetas e a liberação de substâncias armazenadas nos 

grânulos específicos podem ser potencializadas pela ação do laser
 
[34,35].  

Tanto a utilização do AMO como a do PRP apresentam vantagens e desvantagens na prática 

clínica. A técnica do AMO envolve o trabalho de uma equipe multidisciplinar e ambiente 

especializado para sua obtenção, o que torna seu custo relativamente alto, enquanto que a 

técnica do PRP apresenta menor complexidade de realização e custo mais baixo, mas ainda há 

muitas controvérsias sobre sua real efetividade clínica. Além disso, a associação destes 

biomateriais à LLLT abre um rol de novas modalidades terapêuticas que necessitam ser 

melhor investigadas. Até o presente, somente informações fracionadas estão disponíveis na 

literatura científica sobre o AMO, o PRP e suas associações com a LLLT.  

O propósito deste estudo foi avaliar a influência do aspirado de medula óssea e do plasma rico 

em plaquetas associados ou não à terapia com laser em baixa intensidade no reparo ósseo de 

defeitos de tamanho crítico criados cirurgicamente em calvárias de ratos.  
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