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À  Deus 

 
 
Agradeço em primeiro lugar à Deus por todas as minhas conquistas, pois sem as 

suas bênçãos eu jamais poderia alcançá-las. Também quero agradecer por todas 

as pessoas que o Senhor enviou-me e que muito me ensinaram no decorrer da 

minha vida.  

Quero agradecer ao Senhor também por ter colocado tantas barreiras na minha 

vida, embora muitas vezes as considerei injustas e até mesmo muito cruéis, mas 

de alguma forma eu sempre senti a presença do Senhor. 

Sempre esteve ao meu lado, me dando forças para que eu pudesse 

continuar...mesmo em momentos que parecia que eu não seria capaz, o Senhor 

nunca me deixou perder a esperança! 

 Não tenho palavras para expressar meu amor por Ti... 

O Senhor me mostrou que milagres existem, mostrando-os em minha família! 

Jamais poderei esquecer os seus ensinamentos! O Senhor me ensinou o valor e a 

grandeza da vida! Embora eu achasse que eu  a tivesse, o Senhor me ensinou o 

que é ter fé! O Senhor me ensinou o que é o verdadeiro amor incondicional. 

Obrigada também por abençoar sempre as minhas mãos, para que na profissão 

de Cirurgiã-dentista eu seja capaz de cuidar de meus pacientes. 



 
Obrigada por me dar saúde, força, responsabilidade e uma família maravilhosa 

que permitiu que eu estudasse. Hoje estou concluindo meu curso de Doutorado 

com a Tua graça. Sem Ti hoje nada eu seria! 

 
 
 
 

“Existem apenas duas maneiras de ver a vida. Uma é pensar que não 
existem milagres e a outra é pensar que tudo é um milagre.”  

 
                                                                                            Albert Einstein 



 
AAos meus queridos cunhados, Edson (in memorian) e Marcel (in memorian) 

 
 Vocês fizeram parte dos melhores anos da minha vida!! Jamais pude imaginar 

que hoje estaria aqui sem vocês, que vocês não participariam da minha defesa e 

de tantos outros momentos importantes na minha vida. O sofrimento é tão 

intenso, que fica complicado até para compartilhar, faltam palavras para 

expressá-lo.  

Vocês sempre serão como irmãos mais velhos para mim. Sempre cuidaram tão 

bem de mim! Estarão sempre vivos dentro do meu coração e em minhas 

lembranças! É muito difícil aceitar que não tenho mais vocês aqui comigo, mas 

a vida é assim! Aprendi que a morte é a única que coisa  na vida em que não 

podemos voltar atrás!  

Agradeço à Deus por ter colocado vocês em meu caminho! E mesmo em tão 

pouco tempo que vivemos juntos, vocês se tornaram essenciais em minha vida! 

E hoje gostaria de dedicar este trabalho à vocês! Que participaram e lutaram 

junto comigo durante o meu curso de Doutorado! E creio que hoje vocês estão 

aqui comigo de alguma forma, recebendo os meus mais sinceros agradecimentos 

por tudo. Amo muito vocês! 

 

“A grandeza de uma pessoa não se mede pelo espaço que ela ocupa em 

nosso corção, mas sim pelo vazio que deixa quando está distante.” 



 
AAos  meus pais, Edson e Rose 
 

Mãe,  

Hoje sei que estou realizando um sonho seu. Imagino o quanto você 

deve estar feliz hoje. Obrigada por todo o seu apoio e o seu amor 

durante a minha trajetória até aqui. Você é o meu lado racional! 

Jamais teria conseguido chegar até aqui sem você! Te amo muito. A 

melhor mãe do mundo! 

Pai,  

Obrigada por sempre me deixar livre para que eu pudesse fazer 

minhas escolhas. Mesmo as idéias mais loucas você estava sempre 

ali me apoiando, mesmo discordando por dentro. Você também foi 

essencial na minha trajetória até aqui! Ouvindo meus choros e 

minhas alegrias sempre! Sei que para conseguir estar aqui hoje, 

você fez o possível e até o impossível! Amo você! 
 

Vocês, 

    São únicos! Meu maior tesouro... 

                                        São meu alicerce, meu porto-seguro... 

  Aqueles que serão eternos em minha vida... 

    Os responsáveis para que eu pudesse estar aqui hoje... 

  Acreditaram em mim quando eu não tinha esperanças... 

    Deram-me asas e me fizeram voar... 

  Amo incondicionalmente vocês!!!! 

 

“Um amor mais forte do que tudo, mais obstante que tudo, mais 

duradouro que tudo, é somente o amor dos meus pais” 



 
AAos  meus avós maternos Rachid e Amabile e  

paternos Renato (in memorian) e Isabel 
 
 
 
 
       vocês que sempre me cercaram com muito carinho e amor, que sempre 

fazem todas as minhas vontades, que sempre me dão tudo sem pedir nada em 

troca. Que Deus os abençõe cada dia mais e me dê a benção de tê-los sempre 

comigo, me passando as suas experiências, me ouvindo com carinho, me 

aconselhando. Que eu sempre possa receber o amor de vocês. Muito obrigada! 

Amo vocês eternamente! 
 

 

vós, 

         Sempre me trouxeram sabedoria e experiência, 

         Amor e carinho sempre recebi em seus braços 

         Que Deus continue abençoando a vida de vocês com muita saúde 

         Seremos eternamente inseparáveis...nosso amor é eterno!! 
 

 

 

                                                                          “Um velho amor, sempre novo” 

À  
 

A



 

AAo  meu noivo Alberto 

Dedico esse trabalho à você também! Você que teve tanta paciência 

comigo durante este período. Soube entender os momentos em que 

estive ausente e me estimulou sempre que eu estava desanimada.  

Sempre esteve ao meu lado ouvindo minhas histórias de lamentações e 

de vitórias, mesmo sem saber muitas vezes do que eu estava falando! 

E não posso deixar de agradecer quantas vezes você ficou assistindo 

minhas apresentações, me corrigindo e até decorando tudo o que eu 

tinha que falar. 

Você é o meu ponto de equilíbrio! O grande amor da minha vida! E 

embora tivemos que passar por momentos muito difíceis, nós sempre 

estivemos um ao lado do outro. Firmes um para o outro. E a cada dia 

que passa eu tenho mais certeza de que encontrei o homem da minha 

vida. O meu príncipe encantado. Você é meu presente de Deus. Amo 

você! 

 

“Porque quando Deus me mostrou você sabia a porção exata do que 

faltava em mim…” 



AAo meu querido sobrinho Leonardo 

 
 
Você mudou minha vida. Uma criança especial, tão especial que todos os que 

convivem com você percebem o seu diferencial. Uma criança de apenas 05 anos 

com a sensibilidade de um adulto.  

Amo a sua pureza e ingenuidade! Adoro quando você brinca de ser meu 

aluninho e até  faz anotações assistindo as aulas... 

Jamais poderia imaginar minha vida sem você. Mas Deus nunca deixou que eu 

duvidasse! Enquanto muitos duvidavam eu nunca senti que iria te perder. E hoje 

você é a prova viva de um milagre de Deus. Uma criança linda, perfeita e 

saudável! O alicerce da nossa família! O meu grudinho! E eu jamais teria 

chegado até aqui hoje se eu não tivesse você comigo! Você é a minha luz! 

Ainda vamos aprontar muita coisa juntos nessa vida! Amo você! 

 

 

 

“The sun goes down, the stars come out and all that counts is here 

and now. My universe will never be the same. I'm glad you came.” 

                                                                                       The wanted 



ÀÀs minhas queridas irmãs, Priscila e Thaís 

 
Irmãs são dádivas de Deus... e hoje nossa união e amizade é muito maior do que 

a gente poderia imaginar. Muito obrigada por todo o cuidado que vocês tiveram 

comigo durante toda a minha vida. Obrigada por sempre estarem torcendo por 

mim e me aconselhando com as suas experiências e sabedoria. 

Vocês foram essenciais para que eu pudesse estar aqui hoje! Vocês são a minha 

fortaleza! São a certeza de que nunca estou sozinha, de que tenho eternas amigas 

em quem posso confiar, afinal somos irmãs. Brigamos, nos amamamos, nos 

entendemos e nos desentendemos, e por tudo isso, hoje sou uma pessoa melhor, 

porque vocês dividiram tudo comigo. Palavras são insuficientes para descrever o 

valor que vocês têm para mim!! Somos pessoas diferentes, mas amor que nos 

une é um só!!! 

 

 

 

 

“Ter uma irmã é como ter uma melhor amiga que você não pode se 

libertar. Você sabe que não importa o que você faça, elas sempre 

estarão lá” 

 

 

 



AAos meus queridos sogros, Hideyassu e Emy 

 
 
 
Muito obrigada por cada conselho, por cada conversa e principalmente pelo 

amor de vocês. Vocês são exemplo de força para mim. Saibam que tenho uma 

admiração muito grande por vocês e que tiveram um papel essencial na minha 

caminhada até aqui. Eu tenho a sorte de ter uma sogra e um sogro que eu posso 

sentir a liberdade de conviver com vocês como se fossem meus pais. Obrigada 

por sempre cuidarem de mim como se eu fosse uma filha! E hoje vocês também 

fazem parte desta vitória. Amo muito vocês. Um grande beijo da “gaijin” de 

vocês! 

 

 

 

 

“O amor que há numa grande amizade, é como a luz do dia… 

clareia o pensamento, anima o coração e enche a vida de alegria” 





ÀÀ minha orientadora Professora Dra. Maria José Hitomi Nagata 

 

Hoje estou chegando ao final da minha temporada aqui na Periodontia. 

Começamos a trabalhar juntas em 2006 e eu jamais imaginei que estaria aqui 

hoje concluindo o meu doutorado. Parecia tudo tão longe e hoje o meu dia 

chegou! Durante essa caminhanda ensinou-me muitos detalhes que eu não 

conseguia ver sozinha! A senhora estava sempre ali para me ensinar.  

Obrigada por permitir que eu tentasse realizar meu sonho de fazer o doutorado 

sanduíche e ter visto tudo com tanto carinho e competência. E mesmo quando 

tudo estava por água abaixo, a senhora nunca me estimulou a desistir. Sempre 

me ouviu e deixou que eu decidisse com o meu coração. Agradeço pela 

liberdade e apoio que a senhora me deu.  

Sei que minha ausência de alguma forma te sobrecarregou, mas a senhora me 

deu o tempo necessário para que eu pudesse me restabelecer! Permitiu que eu 

conseguisse fazer isso. Desculpe pelas minhas falhas e falta de atenção, mas 

saiba que sempre fiz tudo com muito amor e carinho! 

Lágrimas correm no meu rosto porque vou sentir muito a sua falta na correria do 

nosso dia a dia. Hoje saio daqui levando não só a melhor orientadora que podia 

ter, mas uma amiga muito especial. Amo você! Jamais poderei agradecer o 

suficiente tudo o que fez por mim! 

 
 

“A vida é como uma viagem de barco, subindo e descendo conforme o 

balanço das ondas. Graças aos amigos, não se perde o horizonte. E 

quando se naufraga, a amizade é a âncora que te apoia enquanto 

buscas um novo rumo.” 

 



                                                                                 



 
  

“Quem caminha sozinho pode até chegar mais rápido, mas aquele que vai 

acompanhado com certeza chegará mais longe e terá a indescritível alegria de 

compartilhar, alegria esta que a solidão nega a todos que a possuem.”  

Autor desconhecido 

 

A MINHA SINCERA GRATIDÃO. . . 

  

Ao querido Professor Dr. Alvaro Francisco Bosco 

Não canso de dizer que o senhor fez eu me apaixonar pela Periodontia. O meu 

orientador na graduação, que sempre me ensinou com muita paixão, pois ama o 

que faz e isso nos contagia. No meu curso de Doutorado minha admiração pelo 

senhor só aumentou. Obrigada por cada quarta-feira que o senhor se dedicou 

para que eu pudesse aprender cada vez mais sobre Periodontia. Quando eu paro 

para pensar eu me sinto orgulhosa por ter aprendido com o melhor, o senhor. 

Cada detalhe que senhor me ensinou eu tentei guardar com muita dedicação.  

Admiro muito o senhor como profissional, mas não poderia deixar de falar da 

sua pessoa. Uma das pessoas mais honestas, corretas e simples que já conheci. O 

senhor não imagina o quanto me ensinou pessoalmente em todos esses anos. 

Não existem palavras para que eu possa agradecer tudo o que fez por mim. E 

nos momentos mais difíceis da minha vida o senhor me estendeu a mão. Jamais 

me esquecerei disso! Muito obrigada pela sua amizade! 
 

 

Ao querido Professor Dr. Valdir Gouveia Garcia  

E hoje estou terminando mais uma maratona. E o senhor tem grande parte nisso! 

Lembro muito bem quando o senhor me estimulou a fazer o curso de Doutorado. 



Agradeço muito por cada conversa que o senhor teve comigo, o seu carinho e 

empenho para que eu sempre tivesse o melhor. Sempre vibrando com as minhas 

alegrias e também preocupado em saber se estava tudo certo! Tenho muita 

admiração pelo senhor! Muito obrigada por tudo! 

 

Aos queridos Professores e amigos Flávia Furlaneto e Michel Messora 

Hoje vocês são um só e para mim fica difícil separá-los. Não tenho palavras para 

agradecer tudo o que vocês representam para mim. Vocês são um casal de ouro. 

Tudo o que sei hoje foi você quem me ensinou Michel. E você Flavinha sempre 

esteve ao meu lado me apoiando e me aguentando te enchendo com minhas 

dúvidas do doutorado sanduíche. Vocês foram pessoas fundamentais desde 

minha iniciação científica! Nunca mediram esforços para me ajudar! Saibam que 

vocês tem minha eterna gratidão tanto na parte profissional como pessoal. Vocês 

são amigos especiais que encontrei aqui durante a minha caminhada! Muito 

obrigada pelo apoio de vocês! 

 

Ao querido Professor Antonio Moretti  

Um anjo de Deus. Acho que para mim essa seria a melhor forma de descrevê-lo. 

Muito obrigada por ter me recebido tão bem, mesmo sem me conhecer. Sempre 

muito preocupado comigo!  

O Conheci por pouco tempo, mas foi o suficiente para saber a pessoa 

maravilhosa que o senhor é. Uma pessoa muito simples e amiga! Espero um dia 

poder retribuir a forma que fui bem tratada enquanto estive aí, além de toda 

ajuda, muitas vezes antes mesmo que pedisse, o senhor já se dispunha a me 

ajudar. Receba a minha sincera gratidão por tudo e principalmente por ter 

entendido a minha ausência! 

 

 

 



Ao querido Professor Edilson Ervolino  

Se eu tivesse que defini-lo em uma palavra, seria cumplicidade! O senhor nunca 

se negou a nos ajudar, muito pelo contrário. Sempre que eu fazia algo errado eu 

não hesitava em te chamar, pois eu sabia que o senhor saberia como consertar. E 

nunca me desapontou! Rs Sei que nesses anos que trabalhamos juntos encontrei 

um grande amigo! Muito obrigada por todos os ensinamentos e pelas nossas 

conversas! Obrigada por seu apoio nos momentos mais dificéis da minha vida. 

Obrigada por sua dedicação em nos ajudar sempre com perfeição. Professores 

como o senhor são poucos! Muito obrigada! 

 

Ao querido Professor Juliano Milanezi  

Nosso contato durante meu curso de doutorado aumentou e eu pude conhecer 

melhor essa pessoa tão especial. Obrigada por sua dedicação nas clínicas de 

quarta, por todos os ensinamentos que me passou. Eles foram essenciais para o 

meu o meu crescimento e aprendizado! Foi uma honra trabalhar com você 

durante esses anos.  

 

À querida Professora Letícia Theodoro  

Sempre animada e ligada no 220v nos contagiando. Sempre nos estimulando no 

dia a dia na perio. Muito obrigada pelos seus ensinamentos durante o decorrer 

desses anos. Agradeço também pela sua amizade. 

 

Ao querido Professor Michel Saad  

Obrigada por cada palavra de estímulo que recebi do senhor. Sempre sorrindo, 

nos trazendo paz e serenidade. Obrigada por fazer com que eu estivesse aqui 

hoje concluindo meu Doutorado!! O senhor tem grande parte nisso! 

 

 

 



Aos meus tios Robson e Selma, Dinho e Rosana, Jair e Gislaine 

Obrigada por todo o carinho e por compartilharem sempre minhas conquistas e 

alegrias. Amo muito vocês!!! Deus os abençõe!  

 

Aos meus primos 

Crescemos juntos, sonhamos juntos e aqui estamos! Compartilhando mais uma 

vitória...obrigada por  contribuirem para que eu chegasse hoje aqui! 

 

Aos meus cunhados Paula e Hideki e a querida sobrinha Carol 

Obrigada por todo apoio e carinho que foram dedicados a mim durante todos 

esses anos. Vocês são especiais. 

 

À minha querida Batian 

Obrigada pela torcida e  por sempre me apoiar, me mimar e me receber com um 

sorriso no rosto. Amo você! 

 

À amiga Nilva 

Minha amiga querida desde o início da Faculdade, e nossa amizade é tão forte 

que nem mesmo a distância conseguiu nos separar!! Sinto muito a sua falta!! 

Obrigada pela sua amizade, carinho, compreensão e toda a ajuda para que 

estivesse hoje aqui!!  

 

À amiga Carol 

Uma grande amiga que tive a honra de conhecer. Minha companheira de pilates, 

de imuno, de viagem, de gordices, de muito trabalho e também de muitas 

alegrias! Amiga para todas as horas!! E não posso deixar de dizer sobre as 

inúmeras vezes que você me salvou na formatação de textos!! Com o passar dos 

anos nos tornamos cada vez mais próximas e pude constatar a pessoa honesta, 



competente e amiga que você!! Muito obrigada por cada etapa que você me 

ajudou e esteve ao meu lado!! Você é uma amiga muito especial!   

 

Às amigas de infância Juliana, Milene, Milena, Lilian e Eloá 

Muito obrigada por todos esses anos de amizade! Por permitirem que eu não 

ficasse alienada com os meus afazeres! Sei que mesmo que os caminhos 

percorridos por nós devido à vida sejam diferentes, nossos corações sempre 

estarão entrelaçados. Amo vocês... 

 

À amiga Renata 

Você sempre esteve ao meu lado em todos os momentos difíceis, os de crise e 

também nos momentos de alegria. Sempre alegre e com um sorriso no rosto, 

fazendo com que eu fosse adiante. Mesmo sem gostar da área da saúde ficava 

em casa ouvindo minhas histórias de ratinhos, meus trabalhos, sempre 

mostrando entusiasmo para me ajudar! Obrigada pela sua amizade!! Você 

sempre será minha amiga irmã! 

 

À amiga Natália Pola  

Jamais terei como agradecer toda a ajuda, todas as gargalhadas, todas lágrimas 

derramadas, todos cansaços que passamos juntas, nossas viagens, nossos 

estudos, nossas conquistas...enfim tudo o que passamos nesta caminhada. 

Obrigada por toda a ajuda não só nesse trabalho, mas em tudo o que precisei 

durante o meu Doutorado. Desejo muito sucesso à você! Você merece! 
 

Aos amigos Michyele e Luis 

Muito obrigada pelos ensinamentos que vocês me proporcionaram. Obrigada 

pela dedicação para que eu aprendesse cada detalhe desta metodologia. Vocês 

são amigos especiais. 

 



Ao amigo Erivan 

Um grande amigo que ganhei dentro da Periodontia. Sempre me aconselhando, 

me ajudando a amadurecer. Obrigada por todos os ensinamentos, por doar tudo 

o que você tinha para que eu conseguisse tocar meu projeto. Sempre disposto a 

me ajudar para que eu conseguisse o melhor. Passamos por muitas fases 

parecidas durante o doutorado e isso nos aproximou. E ver você no 220v para 

que o seu sonho se tornasse realidade, fazia com que eu tivesse energia para ir 

atrás do meu sonho também! Você foi e é um amigo muito especial. Sinto muito 

a sua falta aqui. As caronas da rodoviária, os jantares, as imunos e nossos 

almoços corridos, nossos papos de viagem, enfim cada momento que passamos 

juntos. Você foi essencial para que eu estivesse aqui hoje! Desejo muito sucesso 

e que seus objetivos sejam alcançados. Você é especial!  

 

Ao professor e amigo Leandro 

Alguns anos já se passaram e mesmo longe você sempre se manteve presente. 

Seu carinho pela Periodontia mostrou-se eterno. Muito obrigada por sempre 

estar disponível e pela sua amizade. 

À amiga Vivian 

A “mamãe” da perio. A mais chorona e sensível!! Chegou sem conhecer 

ninguém e com o seu jeitinho foi conquistando a todos. Entrou e vestiu a camisa 

dentro da Periodontia, muitas vezes deixando seus afazeres na sua casa para nos 

ajudar. Muito obrigada pela a sua amizade, pelas nossas viagens, pela a sua 

ajuda na clínica (e suas dicas), pelos jantares deliciosos. Você é uma amiga 

muito especial para mim! Conte sempre comigo! 

 

À amiga Paulinha 

É interessante como convivemos tanto tempo juntas e demoramos tanto para nos 

tornarmos próximas! Talvez por você ser a pinsher e eu o pit bul?!?! Rs Tenho 



muita admiração por você! Vejo em você uma pessoa muito íntegra e de caráter! 

Sempre disposta a ajudar, mesmo em situações em que você não tinha 

condições, você nunca deixou de me estender a mão. Obrigada por sempre sorrir 

e chorar junto comigo! Deixo aqui meus sinceros agradecimenos à você por toda 

a sua ajuda, sua amizade e principalmente pelos ensinamentos  no micrótomo! rs 

Você é um presente que ganhei durante a minha convivência na perio! 

 

Aos amigos Samuel e Daniel 

Obrigada pela convivência, amizade e disposição em sempre me ajudar! 

 

À amiga Mariélen  

A minha grande companheira de micrótomo! Não só companheira, como 

também professora. Obrigada pela sua paciência em me ensinar cada detalhe 

durante o meu curso aqui! Ficamos muito próximas durante o meu doutorado e 

pude conhecer uma amiga especial que você! Muito obrigada pela sua amizade e 

pela convivência com você que sempre foi muito especial! Obrigada por cada 

sorriso seu que sempre tornava os meus dias mais alegres!! 

 

Aos colegas de pós-graduação Adrieli, Naida e Fabrizio 

Nosso tempo de convivência na Periodontia foi curto, mas foi o suficiente para 

nos tornarmos amigos. Muito obrigada pela convivência. Desejo muito sucesso à 

vocês que estão no ínicio desta caminhada! 

 

Ao Dr. Mário e à Sra. Hermínia Nagata 

Obrigada pelo carinho e por sempre me receberem tão bem!! Vocês são 

especiais para mim! 

 

 
 



Ao Dr. Stephen Fucini 
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Resumo 

 
 
 
CAMPOS, N. Influência do plasma rico em plaquetas derivado do aspirado de medula 

óssea na cicatrização de defeitos periodontais. Estudo histológico, histométrico e 

imunoistoquímico em ratos [tese]. Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; 2014. 

Este estudo avaliou a influência do plasma rico em plaquetas derivado do aspirado de medula 

óssea (PRP-bma) na cicatrização de defeitos de fenestração periodontal (PFD) em ratos. PFD 

foram criados cirurgicamente na mandíbula de 40 ratos. Os animais foram divididos 

randomicamente em 2 grupos: C e PRP-bma – os defeitos foram preenchidos com coágulo 

sanguíneo ou PRP-bma, respectivamente. Os animais foram submetidos à eutanásia aos 10 ou 

30 dias pós-operatórios. Foram realizadas análises histológica, histométrica e 

imunoistoquímica. A porcentagem de novo osso (NB), densidade do novo osso formado 

(DNB), novo cemento (NC) e  extensão do defeito remanescente (ERD) foram avaliados 

histometricamente. Foram realizadas reações imunoistoquímicas para detecção de antígeno 

nuclear de proliferação celular (PCNA), sialoproteína óssea (BSP), osteocalcina (OCN) e 

fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP). Células imunomarcadas foram quantificadas. 

Os dados foram analisados estatisticamente (ANOVA; Tukey, P < 0,05). Aos 10 dias, os 

grupos C e PRP-bma apresentaram quantidades similares de NB e DNB, e não foi observada 

formação de NC. Aos 30 dias, os grupos C e PRP-bma apresentaram quantidades similares de 

NB e DNB; o Grupo PRP-bma mostrou significativa formação de NC, com fibras colágenas 

inseridas obliquamente ou perpendicularmente à superfície radicular, sendo que nenhum 

espécime do Grupo C apresentou formação de NC. O Grupo PRP-bma apresentou um número 

significativamente maior de células PCNA-postivas (aos 10 dias) e BSP-positivas (aos 10 e 

30 dias) que o Grupo C. Não foram observadas diferenças significativas no número de células 



 
Resumo 

OCN-positivas ou TRAP-positivas entre os grupos aos 10 ou 30 dias. Pode-se concluir que o 

PRP-bma promoveu formação de NC com ligamento periodontal funcional.  

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas; medula óssea; cemento dentário; periodontia; 

cicatrização.



 



Abstract 

 
CAMPOS, N. Influence of platelet-rich plasma derived from bone marrow aspirate on 

the healing of periodontal fenestration defects. A histologic, histometric and 

immunohistochemical study in rats [thesis]. Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; 

2014.

This study evaluated the influence of platelet-rich plasma derived from bone marrow aspirate 

(PRP-bma) on the healing of periodontal fenestration defects (PFD) in rats. PFD were 

surgically created in the mandible of 40 rats. The animals were randomly divided into 2 

groups: C and PRP-bma – defects were filled with blood clot or PRP-bma, respectively. 

Animals were euthanized at either 10 or 30 days post-operative. Histologic, histometric and 

immunohistochemical analyses were performed. Percentage of new bone (NB), density of 

newly formed bone (DNB), new cementum (NC) and extension of remaining defect (ERD) 

were histometrically evaluated.  Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), bone sialoprotein 

(BSP), osteocalcin (OCN), and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 

immunohistochemical staining were performed. Immunolabeled cells were quantified. Data 

were statistically analyzed (ANOVA; Tukey, P < 0.05). At 10 days, groups C and PRP-bma 

presented similar amounts of NB and DNB, NC formation was not observed. At 30 days, 

groups C and PRP-bma presented similar amounts of NB and DNB; Group PRP-bma showed 

significant NC formation, with collagen fibers inserted obliquely or perpendicularly to the 

root surface, while NC formation was not observed in any Group C specimen. Group PRP-

bma presented a significantly higher number of PCNA-positive (at 10 days) and BSP-positive 

cells (at 10 and 30 days) than Group C. No significant differences in the number of either 

OCN-positive or TRAP-positive cells were observed between groups at 10 or 30 days. It can 

be concluded that PRP-bma promoted NC formation with a functional periodontal ligament.  

Key words: Platelet-rich plasma; bone marrow; dental cementum; periodontics; healing. 
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Figura 1    -  

 

 

 

 

 

Ilustração esquemática do defeito de fenestração periodontal 

criado cirurgicamente. (a) Vista vestibular; (b) Corte 

transversal. 
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Figura 2    - Tecido ósseo imaturo preenchendo parcialmente o defeito 

periodontal no Grupo C (a); tecido ósseo imaturo 

preenchendo completamente os defeitos periodontais no 

Grupo PRP-bma (b), aos 10 dias pós-operatórios. Completo 

fechamento dos defeitos periodontais com tecido ósseo 

neoformado nos grupos C (c) e PRP-bma (d), aos 30 dias 

pós-operatórios. H&E, aumento original 40x. Scale Bar = 

250 µm. CT: tecido conjuntivo; DE: dentina; NB: novo osso; 

cabeças de setas: superfície radicular que foi alisada. 
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Figura 3    -  Fina rede de fibras colágenas na superfície radicular nos 

grupos C (a) e PRP-bma (b), aos 10 dias pós-operatórios. 

Notar a deposição de matriz semelhante ao cementóide no 

Grupo PRP-bma (asterisco branco). Grande quantidade de 

fibras colágenas orientadas paralelamente à superfície 

radicular no Grupo C (c); fibras colágenas inseridas e 

orientadas obliquamente ou perpendicularmente à superfície 

radicular no Grupo PRP-bma (d), aos 30 dias pós-operatórios. 

Notar a deposição de novo cemento no Grupo PRP-bma 

(asteriscos pretos). H&E, aumento original 1000x. Scale Bar 

= 25 µm. Asterisco branco: matriz semelhante ao 

cementóide; asteriscos pretos: novo cemento; DE: dentina; 

PL: ligamento periodontal. 
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Figura 4  -  Padrão de imunomarcação para PCNA, BSP, OCN e 

TRAP  no defeito periodontal. Fotomicrografias 

evidenciando células PCNA-positivas nos grupos C (a) e 

PRP-bma (b), aos 10 dias pós-operatórios, e grupos C (c) e 

PRP-bma (d), aos 30 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografias evidenciando células BSP-positivas nos 

grupos C (e) e PRP-bma (f), aos 10 dias, e grupos C (g) e 

PRP-bma (h), aos 30 dias. Fotomicrografias evidenciando 

células OCN-positivas  nos grupos C (i) e PRP-bma (j), aos 

10 dias, e grupos C (k) e PRP-bma (l), aos 30 dias.  

Fotomicrografias evidenciando células TRAP-positivas nos 

grupos C (m) e PRP-bma (n), aos 10 dias, e grupos C (o) e 

PRP-bma (p), aos 30 dias. Scale bar = a-l = 20 µm; m-p = 

30 µm. PCNA, antígeno nuclear de proliferação celular; 

BSP, sialoproteína óssea; OCN, osteocalcina; TRAP, 

fosfatase ácida resistente ao tartarato; CT, tecido 

conjuntivo; NB, novo osso; cabeças de setas pretas: células 

imunomarcadas. 
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Figura 5  -  Valores percentuais médios e desvios-padrão (média ± DP) 

das medidas ERD, NB, DNB   e   NC,  com  comparações  

inter-grupos,  aos  10 (a)  e  30 (b)  dias  pós-operatórios. *: 

P<0,05. ERD, extensão remanescente do defeito; NB, novo 

osso; DNB, densidade do novo osso; NC, novo cemento. 
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Resumo 

Objetivo: Este estudo avaliou a influência do plasma rico em plaquetas derivado do aspirado 

de medula óssea (PRP-bma) na cicatrização de defeitos de fenestração periodontal (PFD) em 

ratos. Métodos: PFD foram criados cirurgicamente na mandíbula de 40 ratos. Os animais 

foram divididos randomicamente em 2 grupos: C e PRP-bma – os defeitos foram preenchidos 

com coágulo sanguíneo ou PRP-bma, respectivamente. Os animais foram submetidos à 

eutanásia aos 10 ou 30 dias pós-operatórios. Foram realizadas análises histológica, 

histométrica e imunoistoquímica. A porcentagem de novo osso (NB), densidade do novo osso 

formado (DNB), novo cemento (NC) e  extensão do defeito remanescente (ERD) foram 

avaliados histometricamente. Foram realizadas reações imunoistoquímicas para detecção de 

antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), sialoproteína óssea (BSP), osteocalcina 

(OCN) e fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP). Células imunomarcadas foram 

quantificadas. Os dados foram analisados estatisticamente (ANOVA; Tukey, P < 0,05). 

Resultados: Aos 10 dias, os grupos C e PRP-bma apresentaram quantidades similares de NB 

e DNB, e não foi observada formação de NC. Aos 30 dias, os grupos C e PRP-bma 

apresentaram quantidades similares de NB e DNB; o Grupo PRP-bma mostrou significativa 

formação de NC, com fibras colágenas inseridas obliquamente ou perpendicularmente à 

superfície radicular, sendo que nenhum espécime do Grupo C apresentou formação de NC. O 

Grupo PRP-bma apresentou um número significativamente maior de células PCNA-postivas 

(aos 10 dias) e BSP-positivas (aos 10 e 30 dias) que o Grupo C. Não foram observadas 

diferenças significativas no número de células OCN-positivas ou TRAP-positivas entre os 

grupos aos 10 ou 30 dias. Conclusão: O PRP-bma promoveu formação de NC com ligamento 

periodontal funcional.  

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas; medula óssea; cemento dentário; periodontia; 

cicatrização. 
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INTRODUÇÃO 

 

A regeneração periodontal envolve a formação de novo osso alveolar, cemento e ligamento 

periodontal funcional. Modalidades mais recentes de tratamento periodontal para promover a 

regeneração incluem o plasma rico em plaquetas (PRP) e as células-tronco mesenquimais 

(MSCs).  

Células-tronco da medula óssea têm sido amplamente estudadas no que diz respeito à 

capacidade das mesmas em auxiliar a regeneração periodontal. Estas células têm a capacidade 

de promover a regeneração periodontal através da geração aumentada de osso alveolar 

maduro e de boa qualidade estrutural e neovascularização1. Além disso, o transplante de 

células-tronco da medula óssea contribui para a formação de novo cemento e ligamento 

periodontal2-7.  

Há, também, um interesse crescente no uso do PRP para o tratamento de defeitos 

periodontais8-11. As plaquetas são uma rica fonte de fatores de crescimento (GFs), tais como o 

fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento transformador-β 

(TGF-β) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que modulam a resposta 

cicatricial em tecidos moles e duros12-14. Assim, o PRP pode melhorar a cicatrização de 

feridas através do aumento do nível de GFs no sítio de reparo após a degranulação das 

plaquetas15. Recentes estudos in vitro têm demonstrado que o PRP exerce efeitos positivos 

sobre fibroblastos gengivais16, osteoblastos bucais17 e fibroblastos do ligamento periodontal18, 

fazendo do PRP um candidato ideal para facilitar a regeneração periodontal completa. Um 

estudo preliminar in vivo recentemente publicado pelo nosso grupo mostrou que o PRP 

promoveu a formação de novo cemento com ligamento periodontal funcional em defeitos de 

fenestração em ratos11. No entanto, o papel preciso dos concentrados de plaquetas na 

regeneração dos tecidos periodontais ainda precisa ser melhor esclarecido.  
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Paradigmas atuais na engenharia tecidual frequentemente envolvem a combinação de MSCs e 

células progenitoras, GFs e citocinas e arcabouço/biomateriais19. Estudos in vitro têm 

demostrado que o PRP aumenta a proliferação de MSCs20-23. Uma vantagem potencial da 

associação MSCs-PRP é que ela é simultaneamente osteogênica, osteocondutiva e 

osteoindutiva, devido à capacidade de formação óssea das MSCs e à presença dos GFs 

liberados pelas plaquetas em um arcabouço tridimensional de fibrina. Além disso, esta 

associação MSCs-PRP é autóloga, não-tóxica e exibe excelente plasticidade24.  

Diversos estudos animais e clínicos relataram o uso de MSCs associadas com o PRP na 

regeneração óssea25-28 e periodontal5,19,29,30.  Em todos esses estudos, as MSCs foram isoladas 

e expandidas in vitro antes de serem combinadas com o PRP. O cultivo de MSCs é uma 

técnica promissora, porém requer instalações especiais, consome tempo e é oneroso. Oyama 

et al.31 foram os primeiros a relatarem o uso do PRP derivado do aspirado de medula óssea 

(BMA). Eles usaram a associação de grânulos de beta-tricálcio fostato com PRP derivado de 

BMA para o tratamento de casos de fissuras labiopalatinas. Segundo estes autores, a 

tomografia computadorizada realizada 6 meses após a cirurgia mostrou regeneração óssea 

suficiente. A técnica de preparo do PRP derivado de BMA foi avaliada por Nishimoto et al.32. 

Segundo estes autores,  células fonte e GFs podem ser obtidos ao mesmo tempo com uma 

técnica simples e de baixo custo. Esta concentração simultânea de plaquetas e células da 

medula óssea tem grande potencial como uma fonte de materiais para a medicina 

regenerativa. A densidade de plaquetas e os níveis de fatores de crescimento (PDGF and 

TGF-β) são semelhantes no PRP derivado de BMA ou de sangue periférico32.   

O propósito deste estudo foi analisar a influência do PRP-bma na cicatrização de defeitos de 

fenestração periodontal em ratos. A avaliação consistiu de análise histológica qualitativa,  

análise histométrica da extensão remanescente do defeito, da área de novo osso,  da densidade 

do novo osso e da formação de novo cemento e análise imunoistoquímica dos seguintes 
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biomarcadores: antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), um marcador de 

proliferação celular; sialoproteína óssea (BSP) e osteocalcina (OCN), proteínas não-

colagenosas abundantes nos tecidos mineralizados que são sintetizadas e secretadas por 

osteoblastos, indicando as fases iniciais e tardias da osteogênese, respectivamente; e fosfatase 

ácida resistente ao tartarato (TRAP), um marcador biológico de osteoclastos.        

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Modelo Experimental  

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

(CEEA) da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” - UNESP. Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, 

Wistar), de 5 a 6 meses de idade. Um defeito de fenestração foi criado em cada animal. Os 

animais foram, então, divididos nos seguintes grupos experimentais usando a amostragem 

aleatória simples: C (controle) ou PRP-bma (plasma rico em plaquetas derivado do aspirado 

de medula óssea). Estes grupos foram divididos em 2 subgrupos (n=10), que foram 

submetidos à eutanásia aos 10 e 30 dias pós-operatórios. 

 

Preparo do PRP-bma 

Os ratos do Grupo PRP-bma foram anestesiados pela injeção intramuscular da associação de 

quetamina# (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina** (6 mg/kg de peso corporal). 

Imediatamente antes da realização dos procedimentos cirúrgicos, os animais desses grupos 

foram submetidos à coleta de medula das cristas ilíacas direita e esquerda. 1 ml de medula 

óssea (0,5 ml de cada crista ilíaca) foi coletada de cada animal usando uma seringa 

descartável de 10 ml contendo 0,1 ml de citrato de sódio a 3,2% para prevenir coagulação. A 
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amostra de medula óssea foi centrifugada†† a 160 G por 20 minutos a 22 °C para separar o 

plasma contendo as plaquetas e células nucleadas da medula óssea (NBMC) das células 

vermelhas.  Na sequência, o plasma foi pipetado da parte superior do tubo e centrifugado†† a 

400 G por mais 15 minutos a 22 °C para separar as plaquetas e NBMC do plasma pobre em 

plaquetas (PPP). O PPP foi, então, pipetado da parte superior do tubo e descartado, deixando 

o PRP-bma e “buffy coat” no fundo do tubo. 

 

Procedimento Cirúrgico 

Os ratos do Grupo C foram anestesiados usando o mesmo protocolo descrito para o Grupo 

PRP-bma. Após anti-sepsia, uma incisão foi feita e um retalho total foi rebatido sobre o corpo 

da mandíbula, coronariamente à borda inferior do lado direito da mandíbula. Foram criados 

defeitos de fenestração periodontal (3 mm em extensão horizontal, 2 mm em altura e 

aproximadamente 1 mm de profundidade) através da remoção do osso superficial usando uma 

broca esférica no 2, acoplada em uma peça de mão de alta rotação e sob irrigação abundante 

com solução salina estéril (Fig. 1). Foi realizada, então, raspagem e alisamento da região 

vestibular da raiz distal do primeiro molar mandibular com um cinzel, removendo-se 

ligamento periodontal, cemento e dentina superficial. O reposicionamento do retalho foi feito 

simplesmente pela remoção dos afastadores cirúrgicos seguida do fechamento por camadas da 

incisão11,33.  

No Grupo C, o defeito foi preenchido somente pelo coágulo sanguíneo. No Grupo PRP-bma, 

o defeito foi preenchido com 25 μl de PRP-bma. Cada animal recebeu uma injeção 

intramuscular de 24,000 UI de penicillina G-benzathine‡‡ no pós-operatório. 
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Protocolo de Aplicação do PRP-bma  

No momento da aplicação clínica, 25 µl de PRP-bma foi ativado com 1,25 μl of de solução de 

cloreto de cálcio a 10%§§ usando uma proporção de 0,05 ml de cloreto de cálcio para cada 1 

ml de PRP-bma. 

 

Análises Qualitativa e Quantitativa de Plaquetas  

O líquido de Brecher foi usado para lisar os eritrócitos e diluir as amostras de BMA e PRP-

bma. As plaquetas nas amostras de BMA e PRP-bma foram, então, contadas manualmente em 

uma câmara de Neubauer. Além disso, esfregaços de BMA e PRP-bma foram corados com 

corante tipo Romanovskyǁǁ para analisar a morfologia das plaquetas. 

 

Análises Qualitativa e Quantitativa das Células Nucleadas da Medula Óssea (NBMC) 

O líquido de Turk foi usado para diluir as amostras de BMA e PRP-bma para analisar as 

NBMC. Estas células foram, então, contadas manualmente em câmara de Neubauer. Além 

disso, os esfregaços de BMA e PRP-bma foram corados com o corante tipo Romanovskyǁǁ
  

para analisar a morfologia das NBMC.   

 

Processamento Tecidual 

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

cirúrgico original e os tecidos circunjacentes foram removidos em bloco. As peças foram 

fixadas em solução de formoldeído a 4%, lavadas em água corrente e descalcificadas em 

solução de Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18%. Após descalcificação, as peças 

foram processadas e incluídas em parafina. Foram realizados cortes transversais seriados, em 

relação aos molares, com 6 μm de espessura, em direção ápico-coronal. Os cortes foram 

corados com hematoxilina e eosina (H&E) para as análises histológica e histométrica ou 

submetidos ao método da imunoperoxidase indireta. 
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Para as reações imunoistoquímicas, os cortes histológicos foram desparafinizados e 

reidratados em série decrescente de etanol. Para a recuperação antigênica, as lâminas foram 

incubadas em solução tampão¶¶ em uma câmara pressurizada## a 95°C por 10 min. Ao final de 

cada passo da reação imunoistoquímica, as lâminas histológicas foram lavadas em tampão 

fosfato salino  (0,1 M; pH 7,4). Subsequentemente, as lâminas foram imersas em peróxido de 

hidrogênio a 3% por 1 hora e, então, em soro de albumina bovina a 1% por 12 horas, para 

bloqueio da peroxidase endógena e dos sítios inespecíficos, respectivamente. Lâminas 

histológicas contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas em quatro lotes, e 

cada lote foi submetido à incubação com um dos seguintes anticorpos primários: anti-PCNA 

do rato gerado em cabra PCNA (1:150***),  anti-BSP do rato gerado em coelho (1:100†††),  

anti-OCN do rato gerado em cabra OCN (1:100‡‡‡),  anti-TRAP do rato gerado em cabra 

(1:100‡‡‡). Os cortes histológicos foram incubados no anticorpo secundário biotinilado 

durante 2 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase 

da raiz forte§§§, por 1 hora. A reação foi revelada usando o cromógeno 3,3’- tetracloridrato de 

diaminobenzidinaǁǁǁ. Foi realizada a contracoloração com hematoxilina de Harris (para BSP, 

OCN e TRAP) ou Fast green (para PCNA). Todas as amostras foram acompanhadas por um 

controle negativo (os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos 

anteriormente, suprimindo-se a utilização dos anticorpos primários). 

 

Procedimento de Análise Microscópica  

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

original em uma direção ápico-coronal, para as análises histológica e histométrica (6 cortes) e 

imunoistoquímica (4 cortes). Elas foram realizadas por examinadores calibrados e cegos em 

relação ao tratamento realizado (software “ImageLab 2000” ¶¶¶).  
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A análise histológica do processo de cicatrização periodontal foi realizada por um histologista 

certificado e os seguintes parâmetros foram avaliados: 1) natureza e grau de inflamação; 2) 

extensão do processo inflamatório para os tecidos adjacentes; 3) presença e extensão de 

necrose tecidual; 4) presença anormal e extensão de reabsorção de osso, de cemento e de 

dentina; 5) estado da vasculatura; 6) padrão de estruturação da matriz extracelular dos tecidos 

pré-existentes e dos tecidos neoformados; 7) padrão de celularidade dos tecidos pré-existentes 

e dos tecidos neoformados.    

Critérios baseados no trabalho de Benatti et al.34 foram utilizados para padronizar a análise 

histométrica das imagens digitais: 

Medidas lineares: 1) Extensão Linear do Defeito (LED): extensão linear do defeito ósseo 

original no sentido mésio-distal; 2) Extensão Remanescente do Defeito (ERD): extensão 

linear do defeito ósseo original sem novo tecido ósseo; 3) Extensão Linear da Raiz (LER): 

extensão linear da superfície radicular original que foi alisada; 4) Novo Cemento (NC): soma 

das extensões radiculares lineares do defeito cobertas com novo cemento. 

Medidas de área: 1) Área Total do Defeito (TDA): correspondeu à área inteira do defeito 

cirúrgico original; 2) Novo Osso (NB): porção da área total do defeito cirúrgico original 

preenchida com novo osso; 3) Densidade de Novo Osso (DNB): área de novo osso menos a 

área dos espaços medulares.  

Critérios baseados no trabalho de Nagata et al.35 foram utilizados  para padronizar a análise 

imunoistoquímica da imagem digital. Células positivas para PCNA, BSP, OCN e TRAP 

foram quantificadas dentro dos limites da TDA. 

 

Análise Estatística 

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

NB, DNB, número de células PCNA-positivas, número de células BSP-positivas, número de 
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células OCN-positivas, número de células TRAP-positivas) foi avaliado separadamente. Os 

valores das medidas lineares e de área para cada animal foram representados pela 

porcentagem média dos seis cortes histológicos. ERD foi calculada como uma porcentagem 

de LED, NC foi calculada como uma porcentagem de LER e NB foi calculada como uma 

porcentagem de TDA. Para ERD, aos 10 dias pós-operatórios, a significância das diferenças 

entre os grupos foi determinada pelo teste t. Para os outros parâmetros, a significância das 

diferenças entre os grupos foi determinada por uma análise de variância com dois fatores 

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey post hoc quando a ANOVA mostrou uma diferença 

significativa entre os grupos (P < 0,05). Um cálculo do poder da amostra foi realizado para 

determinar o tamanho desta. O animal foi considerado como a unidade do estudo. O tamanho 

da amostra foi determinado para prover um poder de 80% para reconhecer uma diferença 

significativa de 20% entre os grupos e o desvio-padrão de 15%, com um intervalo de 

confiança de 95% (a = 0,05) usando a alteração na porcentagem de novo osso (NB) como 

variável de resultado primária. Portanto, o tamanho da amostra necessário foi de 10 animais.  

 

RESULTADOS 

 

Acompanhamento Clínico 

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

o período experimental.  

 

Análises Qualitativa e Quantitativa das Plaquetas 

As plaquetas apresentaram morfologia normal. A quantidade média de plaquetas nas amostras 

de BMA foi 630,83 � 127,39 x 103 plaquetas/µl, enquanto que nas amostras de PRP-bma foi 
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2.663,75 � 951,93 x 103 plaquetas/µl. Portanto, a concentração de plaquetas nas amostras de 

PRP-bma foi mais que 4 vezes maior do que aquela observada nas amostras de BMA. 

 

Análises Qualitativa e Quantitativa das NBMC  

As NBMC apresentaram morfologia normal. A quantidade média de NBMC nas amostras de 

BMA foi 637,25 ± 172,24 x 103 NBMC/µl, enquanto que nas amostras de PRP-bma foi 

3.099,24 � 141,59 x 103 NBMC/µl. Portanto, a concentração de NBMC nas amostras de PRP-

bma foi quase 5 vezes maior que aquela observada nas amostras de BMA. 

 

Análise Histológica Qualitativa 

Aos 10 dias pós-operatórios, o Grupo C apresentou finas trabéculas de tecido ósseo imaturo 

nas margens do defeito cirúrgico estendendo-se para o seu centro (Fig. 2A). O restante do 

defeito estava ocupado por tecido conjuntivo altamente vascularizado, rico em fibroblastos e 

com moderado infiltrado inflamatório. O Grupo PRP-bma apresentou tecido ósseo imaturo 

composto por delgadas trabéculas ósseas em toda a extensão do defeito cirúrgico na maioria 

dos espécimes (Fig. 2B). Aos 30 dias pós-operatórios, ambos os grupos apresentaram tecido 

ósseo composto por espessas trabéculas ósseas preenchendo totalmente o defeito cirúrgico 

(Fig. 2C and D), com restituição completa do periósteo sobrejacente e ausência de infiltrado 

inflamatório. No Grupo PRP-bma, o trabeculado ósseo mostrou-se evidentemente mais 

espesso quando comparado ao Grupo C.  

Novo cemento (NC) foi definido como o tecido inserido à superfície radicular com fibras 

colágenas arranjadas em aspecto de palisadas. A formação do NC foi precedida pela 

reabsorção superficial da dentina que foi alisada. O NC era uniformemente fino e acelular. Ele 

estava conectado ao tecido conjuntivo contido no espaço periodontal por feixes de fibras que 

se assemelhavam às fibras periodontais funcionalmente orientadas, as quais estavam, por sua 
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vez, inseridas ao osso alveolar. Estas características diferenciam NC dos depósitos de tecido 

semelhante ao osso36. No Grupo C, não foi observada neoformação de cemento em nenhum 

espécime de 10 (Fig. 3A) ou 30 (Fig. 3C) dias pós-operatórios. Neste grupo, o ligamento 

periodontal apresentou uma rede delicada de fibras colágenas e uma pequena quantidade de 

células inflamatórias aos 10 dias, enquanto que, aos 30 dias, este tecido mostrou-se rico em 

fibroblatos e com fibras colágenas orientadas paralelamente à superfície radicular (Fig. 3C). 

No Grupo PRP-bma, aos 10 dias, embora a maioria dos espécimes não apresentou formação 

de NC, alguns deles apresentaram uma fina camada de matriz semelhante ao cementóide na 

superfície radicular (Fig. 3B). Uma fina camada de NC cobrindo a raiz previamente desnuda 

foi observada em todos os espécimes deste grupo aos 30 dias. Células semelhantes a 

cementoblastos foram observadas na superfície do NC, entremeadas a espessas fibras 

colágenas dispostas obliquamente ou perpendicularmente à superfície radicular (Fig. 3D). 

 

Análise Imunoistoquímica Qualitativa  

A técnica imunoistoquímica utilizada para detectar PCNA, BSP, OCN e TRAP mostrou uma 

alta especificidade na detecção destas proteínas, como evidenciado pela ausência total de 

coloração nos controles negativos para as reações imunoistoquímicas. As células 

imunorreativas apresentaram coloração acastanhada que estava confinada ao núcleo (PCNA), 

ao citoplasma e matriz extracelular (BSP e OCN) ou exclusivamente ao citoplasma (TRAP). 

Os grupos C e PRP-bma apresentaram marcações positivas para PCNA, BSP, OCN e TRAP 

aos 10 e 30 dias pós-operatórios (Fig. 4).  Células PCNA-positivas foram observadas ao redor 

do osso neoformado, nos espaços da medula óssea e no periósteo, no tecido conjuntivo 

localizado no centro do defeito naqueles casos sem a completa regeneração óssea, bem como 

no ligamento periodontal regenerado. Células BSP-positivas foram observadas nos 

osteoblastos e nas células semelhantes a cementoblastos. Células OCN-positivas foram 
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observadas em osteoblastos. Osteoclastos (células TRAP-positivas multinucleadas) foram 

observadas adjacente à superfície do novo osso formado. 

 

Análise Estatística  

O estudo apresentou poder estatístico de 0,99 considerando-se NB como varíavel primária. 

Diferenças estatisticamente significativas não foram observadas na LED, LER ou TDA entre 

os grupos C e PRP-bma tanto aos 10 como aos 30 dias pós-operatórios (P > 0,05). As médias 

e os desvios-padrão de ERD, NB, DNB e NC, aos 10 e 30 dias pós-operatórios, com 

comparação inter-grupos estão apresentados na Figura 5. NB e DNB, aos 30 dias pós-

operatórios, foram significativamente maiores quando comparados aos seus valores aos 10 

dias pós-operatórios em ambos os grupos (comparações intra-grupo). Tanto no Grupo C como 

no Grupo PRP-bma, os valores de NC, aos 10 dias pós-operatórios, e de ERD, aos 30 dias 

pós-operatórios, foram zero. 

As médias e os desvios-padrão das células PCNA-positivas, BSP-positivas, OCN-positivas e 

TRAP-positivas, aos 10 e 30 dias pós-operatórios, com comparação inter e intra-grupos estão 

apresentados na Tabela 1. 

 

DISCUSSÃO 

 

O presente estudo foi o primeiro, que se tem conhecimento, que avaliou o uso do PRP-bma 

para promover a regeneração periodontal em ratos.  

Um passo crítico para alcançar a regeneração periodontal é a formação de novo cemento 

(NC). Tem sido demonstrado que o cemento apresenta capacidade de auto-regeneração muito 

limitada, mesmo na ausência de exposição prévia ao biofilme dental35. Isso foi confirmado no 

presente estudo, pois todos os espécimes do Grupo C, tanto aos 10 como aos 30 dias pós-
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operatórios, apresentaram ausência total de formação de cemento. Por outro lado, todos os 

espécimes do Grupo PRP-bma apresentaram, aos 30 dias pós-operatórios, significativa 

neoformação de NC com fibras colágenas inseridas obliquamente ou perpendicularmente à 

superfície radicular, indicando um ligamento periodontal funcional. A regeneração óssea foi 

completa. Apesar das diferenças nos modelos experimentais e metodologias utilizadas, os 

resultados deste estudo parecem corroborar os achados de Simsek et al.5, que também 

observaram a formação significativa de NC, juntamente com ligamento periodontal e 

formação de osso alveolar em defeitos de furca classe II tratados com a combinação de 

MSCs/PRP. As MSCs foram derivadas da medula óssea. Os autores também observaram que 

os defeitos de furca classe II tratados com PRP sozinho mostraram menor formação de NC 

quando comparado aos defeitos tratados com MSCs/PRP.  

Sabe-se que as MSCs são um dos tipos de células presentes na medula óssea que contribuem 

para a regeneração de tecidos mesenquimais, incluindo o osso, cemento e ligamento 

periodontal2-4,7. É possível que os resultados positivos na regeneração periodontal observados 

no Grupo PRP-bma foram devidos a um aumento significativo de MSCs e GFs no sítio 

cirúrgico. Embora uma contagem específica de MSCs e GFs não tenha sido realizada no 

presente estudo, esta hipótese é suportada pelos achados de Nishimoto et al.32 que conduziram 

um estudo in vitro para analisar a qualidade do PRP derivado do sangue periférico (PRP-pb) e 

do PRP derivado do aspirado de medula óssea (PRP-bma). Os autores observaram que a 

densidade de plaquetas e os níveis de GFs (PDFG e TGF-β) no PRP-bma foram os mesmos 

que no PRP-pb e, também, confirmaram que o PRP-bma apresentou uma alta concentração de 

células tronco.  Portanto, é plausível inferir que, no presente estudo, o PRP-bma atuou como 

uma boa fonte de MSCs e GFs. Estudos têm mostrado que MSCs adultas, osteoblastos, 

fibroblastos e células endoteliais expressam receptores na membrana celular que são 

específicos para os GFs presentes no PRP15,37. Sugere-se, também, que os GFs presentes no 
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PRP podem ativar diversos tipos celulares envolvidos na cicatrização de feridas e induzir a 

cicatrização de tecidos moles e regeneração óssea15,37. Pode-se sugerir que no Grupo PRP-

bma, houve um número maior de MSCs no sítio cirúrgico. O nível aumentado de GFs 

provavelmente não somente estimulou a proliferação de MSCs, mas também estimulou a 

diferenciação das mesmas em células da linhagem fibroblástica, osteoblástica e 

cementoblástica e a maturação destas células. Esta hipótese é suportada pelos achados 

imunoistoquímicos do presente estudo, no qual o Grupo PRP-bma apresentou um número de 

células PCNA-positivas e BSP-positivas significativamente maior que o Grupo C, aos 10 dias 

pós-operatórios. Aos 30 dias pós-operatórios, o número de células BSP-positivas ainda 

permaneceu significativamente maior no Grupo PRP-bma do que no Grupo C, indicando um 

efeito positivo na diferenciação e maturação dos osteoblastos e células semelhantes a 

cementoblastos. 

Além desses efeitos nas MSCs, os GFs no sítio cirúrgico devem ter tido também um efeito 

bioestimulatório nas outras células. O PDGF pode ter estimulado a angiogênese e a ativação 

de macrófagos38, a atividade proliferativa nos fibroblastos do ligamento periodontal39, bem 

como a quimiotaxia de fibroblastos e a síntese de colágeno40. O TGF-β provavelmente 

também promoveu a produção de matriz extracelular41, aumentou a atividade proliferativa dos 

fibroblastos do ligamento periodontal42 e estimulou a biossíntese do colágeno tipo I e da 

fibronectina43.  

Em uma revisão recente sobre o papel das MSCs no reparo de feridas, Maxson et al.44 

afirmaram que a sinalização parácrina tem sido implicada como um dos mecanismos pelos 

quais as MSCs melhoram o reparo de tecidos. A sinalização parácrina das MSCs regula as 

respostas celulares locais à injúria pela liberação de moléculas biologicamente ativas que 

afetam a migração e proliferação celulares e sobrevivência das células adjacentes. Outro 

componente significativo do mecanismo de ação das MSCs é que elas atenuam diretamente a 
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resposta inflamatória44 através da regulação negativa de citocinas pró-inflamatórias e 

regulação positiva de citocinas anti-inflamatórias45. Portanto, considerando os resultados 

histológicos, histométricos e imunoistoquímicos do presente estudo, é plausível inferir que o 

PRP-bma atuou como uma boa fonte de MSCs que se diferenciaram em células ativas 

semelhantes à cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos, que tiveram efeitos parácrinos nos 

tecidos circunjacentes e atenuaram a resposta inflamatória local, promovendo, assim, a 

regeneração periodontal. 

Alguns estudos demonstraram que o PRP-bma promoveu a regeneração óssea46-49. Contudo, 

no presente estudo, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na 

quantidade de NB, células OCN-positivas e células TRAP-positivas entre os grupos C e PRP-

bma. Uma possível explicação para a falta de efeito do PRP-bma na quantidade de formação 

óssea no presente estudo é que um defeito periodontal de tamanho não-crítico foi utilizado. 

Apesar de ser de tamanho não-crítico, tem sido comprovado que o modelo de defeito 

periodontal usado no presente estudo é um modelo confiável para estudar a cicatrização 

periodontal sem a contaminação de bactérias orais ou invasão de epitélio gengival7,11,33,50.  

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP-bma promoveu formação de NC 

com ligamento periodontal funcional. 

 

FOOTNOTES 

 

# Vetaset®, Fort Dodge Animal Health, Charles City, IA  

** Coopazine®, Coopers Brasil Ltda., São Paulo, Brasil 

††Hermle Z323K Centrifuge, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemanha  

‡‡Pentabiótico Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge® Saúde Animal Ltda., Campinas, 

Brasil 
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§§Cloreto de Cálcio a 10%, ScienceLab.com Inc., Houston, TX 

ǁǁLaborClin, Pinhais, Brasil 

¶¶Diva Decloaker, Biocare Medical, Concord, CA 

##Decloaking Chamber™, Biocare Medical, Concord, CA 

***Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA 

†††Chemicon International, Temecula, CA 

‡‡‡ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA 

§§§Universal Dako Labeled HRP Streptavidin–Biotin Kit®, Dako Laboratories, Carpinteria, 

CA 

ǁǁǁDAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, Carpinteria, CA 

¶¶¶Diracon Bio Informática Ltda., Vargem Grande do Sul, Brasil 
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LEGENDA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Ilustração esquemática do defeito de fenestração periodontal criado cirurgicamente. 

(a) Vista vestibular; (b) Corte transversal. 

Figura 2. Tecido ósseo imaturo preenchendo parcialmente o defeito periodontal no Grupo C 

(a); tecido ósseo imaturo preenchendo completamente os defeitos periodontais no Grupo 

PRP-bma (b), aos 10 dias pós-operatórios. Completo fechamento dos defeitos periodontais 

com tecido ósseo neoformado nos grupos C (c) e PRP-bma (d), aos 30 dias pós-operatórios. 

H&E, aumento original 40x. Scale Bar = 250 µm. CT: tecido conjuntivo; DE: dentina; NB: 

novo osso; cabeças de setas: superfície radicular que foi alisada. 

Figura 3.  Fina rede de fibras colágenas na superfície radicular nos grupos C (a) e PRP-bma 

(b), aos 10 dias pós-operatórios. Notar a deposição de matriz semelhante ao cementóide no 

Grupo PRP-bma (asterisco branco). Grande quantidade de fibras colágenas orientadas 

paralelamente à superfície radicular no Grupo C (c); fibras colágenas inseridas e orientadas 

obliquamente ou perpendicularmente à superfície radicular no Grupo PRP-bma (d), aos 30 

dias pós-operatórios. Notar a deposição de novo cemento no Grupo PRP-bma (asteriscos 

pretos). H&E, aumento original 1000x. Scale Bar = 25 µm. Asterisco branco: matriz 

semelhante ao cementóide; asteriscos pretos: novo cemento; DE: dentina; PL: ligamento 

periodontal. 

Figura 4. Padrão de imunomarcação para PCNA, BSP, OCN e TRAP  no defeito periodontal. 

Fotomicrografias evidenciando células PCNA-positivas nos grupos C (a) e PRP-bma (b), aos 

10 dias pós-operatórios, e grupos C (c) e PRP-bma (d), aos 30 dias pós-operatórios. 

Fotomicrografias evidenciando células BSP-positivas nos grupos C (e) e PRP-bma (f), aos 10 

dias, e grupos C (g) e PRP-bma (h), aos 30 dias. Fotomicrografias evidenciando células OCN-

positivas  nos grupos C (i) e PRP-bma (j), aos 10 dias, e grupos C (k) e PRP-bma (l), aos 30 

dias.  Fotomicrografias evidenciando células TRAP-positivas nos grupos C (m) e PRP-bma 
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(n), aos 10 dias, e grupos C (o) e PRP-bma (p), aos 30 dias. Scale bar = a-l = 20 µm; m-p = 30 

µm. PCNA, antígeno nuclear de proliferação celular; BSP, sialoproteína óssea; OCN, 

osteocalcina; TRAP, fosfatase ácida resistente ao tartarato; CT, tecido conjuntivo; NB, novo 

osso; cabeças de setas pretas: células imunomarcadas.  

Figura 5. Valores percentuais médios e desvios-padrão (média ± DP) das medidas ERD, NB, 

DNB   e   NC,  com  comparações  inter-grupos,  aos  10 (a)  e  30 (b)  dias  pós-operatórios. 

*: P<0,05. ERD, extensão remanescente do defeito; NB, novo osso; DNB, densidade do novo 

osso; NC, novo cemento. 
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Tabela 1. 

Médias e desvios-padrão das células PCNA-positivas, BSP-positivas, OCN-positivas e 

TRAP-positivas aos 10 e 30 dias pós-operatórios, com comparação inter-grupos e intra-

grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

Comparações inter-grupos:  

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

bDiferença significativa quando comparado ao Grupo C aos 10 dias (P < 0,05);  

cDiferença significativa quando comparado ao Grupo C aos 30 dias (P < 0,05). 

Comparações intra-grupos:  

*Diferença significativa quando comparado ao Grupo PRP-bma aos 10 dias (P < 0,001). 

 

Variáveis 

 
C 

 

 
PRP-bma 

10 dias 30 dias 10 dias 30 dias 

PCNA 262,40 ± 213,82 66,20 ± 12,19 567,80 ± 155,40a 197,00 ± 66,66* 

BSP 94,75 ± 10,56 80,33 ± 65,23 321,66 ± 55,05b 210,25 ± 77,17c 

OCN 14,75 ± 12,50 8,80 ± 9,44 10,17 ± 4,54 6,75 ± 1,50 

TRAP 30,00 ± 26,75 28,43 ± 10,16 19,71 ± 7,72 24,50 ± 13,32 
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