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

grupos aos 30 dias pós-operatórios. 

62 

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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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. 
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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. 
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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.  
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