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“Diante da noite, não acuse as trevas. Aprenda a fazer lume. ” 

-Chico Xavier 

 



 
Oliva AH. Avaliação do papel da fibrina rica em plaquetas em defeito crítico 

cirurgicamente criado em calota de ratos induzidos à hipercolesterolemia tratados ou não 

com atorvastatina [dissertação].  Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade 

Estadual Paulista; 2018. 

Resumo 

 

Objetivos: avaliar a ação da membrana de fibrina rica em plaquetas, na reparação óssea, 

em defeito crítico de calota de ratos induzidos à hipercolesterolemia, bem como a atuação 

do tratamento de atorvastatina nesse processo  

 

Materiais e método: 40 defeitos críticos de 6 mm de diâmetro foram criados em calotas 

cranianas de ratos. Cada defeito foi aleatoriamente dividido em 8 grupos experimentais 

(GC, GCPRF, GCA, GCH, GHA, GPRFA, GPRFH, GPRFHA), avaliados aos 28 dias 

pós-operatórios com análises histológica e microtomográfica. 

 

Resultados: Os resultados mostraram que houve formação óssea em todos os grupos 

analisados. O grupo GPRFH apresentou formação óssea mais acentuada com relação aos 

demais grupos. Dos grupos em que foi administrado atorvastatina, o GPRFHA apresentou 

maior taxa de formação óssea (p < 0,05). 

 

Conclusão: Com a metodologia utilizada, a fibrina rica em plaquetas, quando associada 

à condição de hipercolesterolemia, induziu ao aumento da formação óssea.  

 

Relevância clínica: Baseado nestes resultados, é necessário desvendar os mecanismos da 

associação da fibrina rica em plaquetas quando sob condição de hipercolesterolemia, 

tanto quanto à sua microestrutura, quanto à sua biossinalização óssea, para conferir 

previsibilidade clínica em pacientes nessa condição que serão submetidos à reconstruções 

ósseas e reabilitações com implantes. 

 

Palavras-chave: Hipercolesterolemia, Atorvastatina cálcica, regeneração óssea, 

plaquetas. 



Oliva AH. Evaluation of the role of Platelet Rich Fibrin in surgical critical-size calvarial 

defect in rats with diet-induced hypercholesterolemia treated or not with atorvastatin 

[dissertation]. Araçatuba: UNESP – São Paulo State University; 2018. 

 

Abstract 

Objectives: The aim of this study was to evaluate the efficacy of Platelet Rich Fibrin 

(PRF) in the healing process of surgically created critical-size defects in rat calvarial 

induced to hypercholesterolemia treated or not with atorvastatin. 

Materials and method: 40 critical defects were created with 6 mm diameter calvaria of 

rats. Each defect was randomly divided into eight experimental groups (GC, GCPRF, 

GCA, GCH, GHA, GPRFA, GPRFH, GPRFHA), evaluated at 28 postoperative days for 

histomorphometry and microtomography. 

 

Results: The results showed new bone formation in all groups. The GPRFH group just 

did differ from all groups in the new bone formation (p < 0.05). Among the groups treated 

with atorvastatin, the GPRFHA group showed the highest bone formation rate. 

 

Conclusion: With the methodology used, the platelet-rich fibrin associated with the 

hypercholesterolemia induced to new bone formation. 

 

Clinical relevance: Based on these results, it is necessary to unveil the mechanisms of the 

association of platelet-rich fibrin with hypercholesterolemia and how it interferes in PRF 

microstructure and bone regeneration, to confer clinical predictability in patients in this 

condition who will undergo bone reconstruction and implant rehabilitation. 

 

Keywords: Hypercholesterolemia, Atorvastatin calcium, boné regeneration, platelets. 
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1 INTRODUÇÃO 

O efeito dos derivados plaquetários no processo de reparo tem sido motivo de 

estudo incessante há mais de 4 décadas [1, 2] e surgiu como uma alternativa terapêutica 

promissora para diversas áreas do conhecimento médico-odontológico, como cirurgia 

bucomaxilofacial, periodontia, ortopedia e dermatologia, pelo fato de suas características 

corroborarem para reparação tecidual. Diversos estudos [3, 4] foram desenvolvidos para 

verificar a eficácia do plasma rico em plaquetas (PRP) na prática reconstrutiva 

odontológica.  No entanto, ainda notam-se divergências e resultados conflitantes, sendo 

questionável seu efeito devido aos diversos protocolos de obtenção. [3-5] 

Uma segunda geração de concentrados plaquetários, proposta recentemente por 

Choukroun em 2001, realizada através do preparo do sangue autólogo com centrifugação 

única e sem adição de antiagregantes plaquetários, vem sendo utilizada em trabalhos 

clínicos[6-9] e laboratoriais[10-13].  A centrifugação é obtida de acordo com o protocolo 

proposto por Choukroun, realizando a coleta sanguínea e, com auxílio do tubo de vidro 

de 10ml revestido de plástico estéril, é colocado na centrífuga à 3000 rpm durante 10 

minutos para se alcançar 400G[14, 15]. Apesar de menor número, quando comparado 

com o PRP, os estudos elucidando os efeitos do PRF apresentam mais homogeneidade, 

com os indicadores convergindo-se à melhora da reparação tecidual e neoformação óssea 

com o uso do PRF [6]. Por causa de resultados encorajadores de vários estudos clínicos 

[11,12, 16-18], o número de pesquisas que visam elucidar as nuances envolvidas na 

utilização de plaquetas em seus pacientes vem crescendo satisfatoriamente[4]. 

 

A diferença de resultado do PRF comparado ao PRP pode ser justificada devido 

ao processamento do primeiro formar uma rede de fibrina complexa com encarceramento 

de células, plaquetas e componentes sanguíneos que são responsáveis pela liberação de 
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citocinas e fatores de crescimento de maneira mais lenta do que o PRP. A presença destes 

fatores nos primeiros momentos inflamatórios podem influenciar o processo de reparação 

do sítio ósseo afetado em condições ideais ou em organismos saudáveis [6, 19, 20, 21] 

Os hábitos alimentares desequilibrados que a população tem se submetido, torna 

cada vez mais frequente as desordens metabólicas. Uma desordem metabólica muito 

evidente na atualidade é a hipercolesterolemia devido sua prevalência, que de acordo com 

a OMS, atinge 44,2% dos brasileiros e aproximadamente 39% da população mundial [22]. 

A hipercolesterolemia é uma alteração metabólica caracterizada pelo aumento dos níveis 

de colesterol sérico e apresenta como principais causas: distúrbios alimentares, intrínseca 

(genética), obesidade, diabetes e outras doenças[23,24]. Apesar de ainda haver 

controvérsias [25], a literatura tem discutido sobre a influência possivelmente negativa 

dessa condição no metabolismo ósseo, através da alteração do turnover e densidade 

mineral óssea [26-29]. A hipercolesterolemia também está associada à alterações nas 

funções, forma e disposição espacial plaquetárias, podendo provocar eventos de ativação 

e hiperagregabilidade[30, 31].  

A classe medicamentosa de eleição para tratamento da hipercolesterolemia é a 

classe das estatinas, sendo composta, principalmente, por: sinvastatina, atorvastatina, 

lovastatina, pravastatina e rosuvastatina. Sua atuação se dá pela inibição da HMG-

CoAredutase (3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A reductase), coenzima que participa 

da biossíntese do colesterol [32]. A atorvastatina foi o medicamento mais vendido nos 

EUA em 2010, arrecadando mais de 7 bilhões de dólares [33]. Além de apresentar efeito 

hipolipemiante, são descritos efeitos como imunomodulação, anti-inflamatório, 

antioxidante e possivelmente osteogênico [34-38]. A osteogenicidade pode ser explicada 

pela estimulação da diferenciação osteoblástica e expressão da proteína morfogenética 

óssea-2 (BMP-2), osteocalcina (OCN) e fator de crescimento de endotélio vascular 
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(VEGF)[36, 37, 38]. 

O PRF tem sido amplamente utilizado nas cirurgias reconstrutivas e de enxertia 

devido à sua aplicabilidade facilitada com relação ao PRP e bons resultados [3,4,5], da 

mesma forma, tem sido largamente estudada, porém, principalmente em organismos 

saudáveis ou condições ideais [6, 19, 20]. Na prática clínica, o paciente pode apresentar-

se em desequilíbrio sistêmico ou com doença controlada. Foi demonstrado que a 

hipercolesterolemia é uma realidade clínica no cenário brasileiro e mundial [22] e exerce 

influência no tecido ósseo e plaquetas, matéria orgânica e constituinte do PRF [26-31]. 

Da mesma forma, as estatinas e sua atuação no tecido ósseo [36-38]. Porém não existem 

estudos que avaliem a eficácia do PRF no reparo ósseo sob a condição de 

hipercolesterolemia tratada ou não por estatinas. 

 

2 MATERIAL E MÉTODO 

2.01 Ética e desenho do estudo 

 Após a aprovação do Comitê de ética em pesquisa no uso de animais da Faculdade 

de Odontologia de Araçatuba – UNESP (Processo FOA nº 00527-2016) (Anexo A).  

Foram utilizados  para  a realização  deste  estudo 40  ratos (Rattus norvegicus, albinus, 

Wistar), adultos, com peso corporal entre  450 e 500g. Os animais foram cedidos pelo 

Biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – FOA, UNESP onde foram 

mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, os animais controle foram 

alimentados com ração sólida padrão e água “ad Libitum”, durante todo o experimento e, 

para a indução da hipercolesterolemia, os respectivos animais foram alimentados com 

dieta hipercalórica por 30 dias [39]. Os grupos tratados com atorvastatina cálcica 

(suspensão aquosa) receberam o medicamento por gavagem em concentração de 

3,6mg/kg/dia [40], iniciando-se  3 dias antes do procedimento cirúrgico e administrado 



16 

 

até o dia da eutanásia. Os demais animais foram submetidos à gavagem com placebo 

(água milli-q). Os grupos estudados foram: [1] coágulo (GC); [2] coágulo + fibrina rica 

em plaquetas (GCPRF), [3] coágulo + atorvastatina 3,6mg/kg/dia via oral (GCA); [4] 

coágulo + hipercolesterolemia (GCH); [5] coágulo + hipercolesterolemia + atorvastatina 

3,6mg/kg/dia, via oral (GHA); [6] coágulo + fibrina rica em plaquetas + atorvastatina 

3,6mg/kg/dia, via oral (GPRFA) ; [7] coágulo + fibrina rica em plaquetas + 

hipercolesterolemia (GPRFH) [8] coágulo + fibrina rica em plaquetas + 

hipercolesterolemia + atorvastatina 3,6mg/kg/dia, via oral (GPRFHA).  

 

2.02. Preparo da dieta e indução à hipercolesterolemia 

 O preparo da dieta hipercalórica foi realizado sendo moído, misturado e moldados 

os seguintes ingredientes e suas respectivas proporções: 15 gramas de ração padrão 

normocalórica, 10 gramas de amendoim moído, 10 gramas de chocolate ao leite e 5 

gramas de bolacha de amido de milho.  A dieta hipercalórica permaneceu por 30 dias para 

indução de hipercolesterolemia, como descrito no protocolo seguido.[41] 

 

2.03. Tratamento com Atorvastatina Cálcica 

Foi adotada a dose de 3,6 mg/kg/dia pois equivale a maior dose apresentada para 

humanos (80mg)[40]. Foi realizada a manipulação farmacêutica de atorvastatina cálcica 

trihidratada à 3,6 mg/kg/dia em veículo aquoso e agente suspensor (SyrSpend® SF, 

Fagron Inc.- Bélgica), para promover homogeneidade ao produto. Devido a quantidade 

reduzida de volume suportada pelo estômago do animal, a proporção foi ajustada para 

conter quantidade de soluto suficiente em 0,2ml. Desta forma, foi administrado em 2,16 

mg/0,2ml, proporção referente a animais com 600g. O ajuste da dose foi realizado de 

acordo com o peso de cada animal, variando a quantidade em frações de mililitro a ser 
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administrada.  

 

2.04. Preparo da Fibrina Rica em Plaquetas 

O preparo da fibrina rica em plaquetas foi realizado de acordo com uma adaptação 

do protocolo de Dohan et  al. [15]. Após a coleta de 1,5ml de sangue em tudo seco de 

4ml, através de punção cardíaca imediatamente antes do procedimento cirúrgico, cada 

amostra  coletada  foi  imediatamente  centrifugada  a 3000 rpm (400g)  durante  10 

minutos,  a  22ºC  (Hermle  Z323K,  Hermle Labortechnik GmbH.,  Wehingen,  Baden-

Württemberg,  Alemanha).  Um  coágulo  de  fibrina  (PRF)  foi  obtido  na  porção 

intermediária do tubo, entre os corpúsculos vermelhos localizados na porção inferior e o 

plasma  acelular  (PPP),  na  porção  superior  do  tubo.  Este PPP foi, então, descartado 

e o PRF foi pinçado do  interior  do  tubo  e  separado  da  porção  de corpúsculos 

vermelhos com o uso de uma lâmina de bisturi número 15. 

A membrana de PRF foi confeccionada e utilizada imediatamente após a centrifugação 

ter sido finalizada, para evitar  que  esta  sofra  retração.  Desta forma, a membrana foi 

acomodada com o auxílio de uma pinça clínica, de modo a cobrir o defeito cirúrgico. 

 

2.05 Procedimento cirúrgico 

 Após 12 horas de jejum, os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina 

(0,03 ml/100 g de peso corporal [pc] / intraperitoneal [ip]; Dopaser® Laboratórios Calier 

AS, Espanha) e ketamina (7 µl / kg pc / ip; Fort Dodge Saúde Animal Ltda, Brasil) via 

intramuscular. Além disso, receberam uma infiltração de solução anestésica local 

contendo cloridrato de mepivacaína (0,3 ml / kg, Scandicaine 2% com adrenalina 

1:100.000, Septodont, França) para hemostasia do campo operatório. Em seguida foi 

realizada tricotomia e antissepsia da região da calota craniana, incisão e descolamento do 
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retalho total para a realização dos defeitos ósseos de tamanho crítico, obtidos por meio da 

utilização de uma broca trefina de 6 mm de diâmetro externo (3i ImplantInnovations, Inc., 

EUA). Cada defeito foi preenchido de acordo com o grupo a qual pertencia, como 

especificado anteriormente, e os tecidos moles devidamente reposicionados e suturados. 

No pós-operatório imediato, cada animal recebeu uma dose única de 24.000 UI de 

Penicilina G-Benzatina (Pentabiótico Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge Saúde 

Animal Ltda., Brasil). Os animais foram submetidos à eutanásia aos 28 dias pós-

operatórios por meio de sobredosagem anestésica. 

 

2.06 Análise bioquímica 

A coleta sanguínea foi realizada imediatamente após a eutanásia, sendo o sangue 

distribuído em tubos secos para realização dos parâmetros bioquímicos. Após a 

coagulação do sangue em tubo seco, os tubos foram centrifugados durante 10 minutos a 

3500 rpm (rotações por minuto) para a separação do soro. Os parâmetros bioquímicos 

foram dosados através de analisador automatizado ABBOTT, modelo, ARCHITECT C 

8000. 

 

2.07 Processamento em parafina 

 As peças de interesse foram coletadas e fixadas em formol a 4%. Após três dias, 

foram colocadas em solução de EDTA a 18% para sofrerem o processo de descalcificação 

por aproximadamente seis semanas. Durante esta fase, as peças foram devidamente 

reduzidas, permanecendo apenas a região a ser analisada. Em seguida, foram desidratadas 

por uma sequência de álcoois e realizada a diafanização com xilol sendo incluídas em 

parafina posteriormente. Os blocos foram então cortados com um auxílio de micrótomo 

obtendo-se cortes com 5 µm de espessura e montados em lâminas. As lâminas foram 
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coradas com hematoxilina e eosina (HE). 

 

2.08 Análise histológica 

 As mensurações foram realizadas pela examinadora E. R. L. As lâminas coradas 

foram inspecionadas no microscópio óptico (Leica® DMLB, Suíça) e as áreas de 

interesse foram registradas por uma câmera de captação de imagem (Leica® DC 300F 

Microsystems Ltda., Suíça) acoplado ao microscópio e conectado a um microcomputador 

Pentium III com um software analisador de imagens digitalizadas ImageLab 2000 

(Software de Processamento e Análise de Imagens, Canadá). A análise se restringiu ao 

espaço compreendido entre as duas bordas do defeito ósseo. 

 

2.09 Análise Microtomográfica 

Ao término da etapa de fixação, as maxilas foram lavadas por 48 horas em água corrente 

e armazenadas em álcool 70%, a fim de serem submetidas à análise por varredura de feixe 

de raios-X em um sistema de microtomografia digital computadorizada (FOA/UNESP). 

As peças foram escaneadas pelo microtomógrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker 

MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 9 μm de espessura (50Kv e 

500μ), com filtro de Alumínio de 0,15 mm. As imagens obtidas pela projeção dos raios-

X nas amostras foram armazenadas e reconstituídas determinando a área de interesse pelo 

software NRecon (SkyScan, 2011; Versão 1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan, 

Versão 1.4.4 64-bit) as imagens foram reconstruídas para adequação do posicionamento 

padrão para todas as amostras, podendo ser observada em três planos (transversal, 

longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o software CTAnalyser – CTAn (2003-

11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versão 1.12.4.0) foi definida a área de interesse para 

avaliação tridimensional (ROI circular de 6x6mm) e avaliação dos 20 slices começando 
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superiormente ao defeito e direcionando-se  inferiormente. O software CTAn analisa e 

mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershould). O threshould utilizado na 

análise foi de 31-153 tons de cinza, que possibilitará obter o volume de osso formado. 

 

2.10 Análise estatística 

Para a análise estatística dos dados quantitativos foi utilizado o software Sigma GraphPad 

Prism 7.01 (Windows). A análise da homocedasticidade foi realizado pelo teste de 

Shapiro-Wilk, para distinção dos dados paramétricos e não paramétricos. Para análise dos 

dados paramétricos, foi realizada análise de variância One-Way (ANOVA One-Way) dos 

valores de micro-CT de volume ósseo (BV), porcentagem do volume ósseo (BV/TV), 

espessura do trabeculado ósseo (Tb.Th), separação e número de trabéculas (TB.Sp e 

Tb.N) e então realizado o pós-teste de Tukey. Adotou-se o nível de significância de p 

<0,05. 

 

3 RESULTADOS 

3.1 Análise Bioquímica e massa corporal 

A mensuração do colesterol sistêmico mostrou-se elevada nos grupos que receberam a 

dieta especial, com média de 96mg/dl para colesterolemia e 122mg/dl para triglicerídeos. 

Já os grupos controle apresentaram média de 60mg/dl para colesterolemia e 53mg/dl para 

triglicerídeos. Da mesma forma, a glicemia também foi mensurada com média de 

130mg/dl para os animais submetidos à dieta especial hipercalórica e 95mg/dl. Tais dados 

demonstram que houve a indução de hipercolesterolemia e as médias da glicemia de todos 

os grupos estavam na faixa de normalidade [40]. 

A mensuração da massa corpórea dos animais foi realizada imediatamente antes do 

procedimento cirúrgico e imediatamente antes da eutanásia. Quando comparadas as 
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massas corporais dos animais nos momentos antes e depois descritos acima, constatou-se 

diferença estatística significativa do aumento das massas mensuradas de todos os grupos 

com administração da dieta hiperlipídica (tratados e não tratados com atorvastatina). O 

mesmo não ocorreu quando avaliada a diferença das massas corpóreas no momento antes 

e depois dos grupos controles sem administração da dieta hiperlipídica (tratados e não 

tratados com atorvastina), que representa o ganho de massa de cada grupo. (Fig. 1) 

 

3.2 Análise histológica 

Grupo Coágulo (GC) 

 Observou-se ausência de tecido ósseo ao centro do defeito, sendo este preenchido 

principalmente por fina camada de tecido conjuntivo. De um modo geral, evidenciou-se 

formações ósseas próximas aos cotos do defeito cirúrgico, mas ainda com bastante tecido 

conjuntivo ao redor com predominância maior de fibroblastos em relação às células 

inflamatórias. (Fig. 2) 

 

Grupo PRF (GCPRF) 

 Notou-se maior formação de tecido ósseo nas bordas do defeito e presença de 

ilhotas de tecido ósseo ao centro do defeito. O tecido conjuntivo apresentou-se 

principalmente como uma camada de média espessura que recobre todo o defeito. Não 

foi observado infiltrado inflamatório significativo. (Fig.2)  

 

Grupo Coágulo + Atorvastatina (GCA) 

 Observou-se formação de tecido ósseo maduro de média espessura, e com 

abundância de vasos sanguíneos, próximo ao coto ósseo e adelgaçando-se próximo ao 

centro do defeito. Há formação óssea em quase toda a extensão do defeito, com exceção 
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de pequena área ao centro, sobreposta por tecido conjuntivo. O tecido conjuntivo 

apresenta-se bastante celularizado e interpõe-se entre o osso formado no defeito e o coto 

ósseo. Não foi observado infiltrado inflamatório significativo. (Fig. 2) 

 

Grupo Coágulo + Hipercolesterolemia (GCH) 

 Observou-se formação contínua e ilha de tecido ósseo maduro de média espessura 

bastante celularizado e com abundância de vasos sanguíneos, envolvendo praticamente 

todo o defeito. A espessura média não se altera significativamente ao longo do defeito. 

Não foi observado infiltrado inflamatório significativo. (Fig. 2) 

 

Grupo Coágulo + Hipercolesterolemia + Atorvastatina (GHA) 

 Foi observado pequena formação óssea concentrada principalmente nas bordas do 

defeito, com projeção óssea delgada em direção ao centro do defeito. O tecido ósseo 

encontra-se bastante celularizado, com presença significativa de infiltrado inflamatório e, 

nas bordas do defeito, é possível observar áreas de reabsorção óssea, bem como presença 

de osteoclastos. (Fig. 2) 

 

Grupo PRF + Atorvastatina (GPRFA) 

 Observou-se delgada formação óssea nas bordas do defeito com projeção óssea e 

ilhotas ósseas em direção ao centro do defeito. O tecido ósseo apresenta-se bastante 

celularizado e as bordas apresentam áreas de reabsorção óssea com infiltrado inflamatório 

presente. (Fig. 3) 

 

Grupo PRF + Hipercolesterolemia (GPRFH) 

 Evidencia-se  formação óssea de média espessura que se adelgaça em direção ao 
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centro do defeito e integrando quase a totalidade do defeito. Apresenta-se bastante 

celularizado e as bordas demonstram áreas de reabsorção e áreas preenchidas com tecido 

conjuntivo e infiltrado inflamatório.(Fig. 3) 

 

Grupo PRF + Hipercolesterolemia + Atorvastatina (GPRFHA) 

Evidencia-se delgada formação de tecido ósseo nas bordas e ilhotas, também 

delgadas no defeito. Observa-se fina camada de tecido conjuntivo ao longo do defeito e 

ausência de infiltrado inflamatório.(Fig. 3) 

 

3.3 Análise Microtomográfica 

 Das variáveis analisadas, foi obtida diferença estatística significante entre os 

grupos propostos apenas no que se refere à porcentagem de volume ósseo (BV/TV) e 

espessura trabecular óssea (Tb,Th). 

           Quantitativamente, na avaliação microtomográfica referente à mensuração, dada 

em média, do volume ósseo (BV), no grupo GC foi de 2,64mm³, apresentando principal 

diferença numérica superior com os grupos GCPRFH, que apresentou 3,909mm³, e 

GCPRFHA, com 3,225mm³. E principal diferença numérica para inferior com o grupo 

GHA, que apresentou 1,209mm3, porém não apresentou diferença estatisticamente 

significante (p<0,05, Tukey test), como é apontado pelo gráfico (Figura 4). Na avaliação 

da porcentagem de volume ósseo (BV/TV) foi constatada, com diferença estatística 

significante; que pode ser observado pelo gráfico (Figura 5) uma maior formação óssea 

no grupo GPRFH (41,58%), quando comparado com todos os demais grupos GC, 

GCPRF, GCA, GCH, GHA, GPRFA, GPRFHA. Da mesma forma, foi constatado que, 

dos grupos tratados com atorvastatina, o grupo GPRFHA (27,28%) apresentou diferença 

estatística significante no aumento da formação óssea quando comparado com os demais 
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GCA (14,98%), GHA (10,23%), GPRFA (14,76%). A mensuração da formação óssea do 

grupo GHA (10,23%), se mostrou significativamente menor que os grupos GC, GCPRF, 

GPRFHA, GPRFH. 

A espessura trabecular óssea (Tb.Th) mostrou diferença significante nos grupos GCH 

(0,176mm3) e GPRFA (0,1761mm3), quando comparados com o grupo GCPRF 

(0,1232mm3).(Fig. 6). 

O número de trabéculas ósseas (Tb.N) e o espaçamento entre as trabéculas (Tb.Sp) não 

apresentaram diferença estatística significante entre os grupos avaliados (Fig. 7 e Fig. 8) 

 

4 DISCUSSÃO 

 Os hemoderivados  mostraram-se como uma ferramenta adicional a ser utilizada 

no auxílio do reparo ósseo. A Fibrina Rica em Plaquetas, vêm sendo estudada 

ostensivamente e os resultados têm se mostrado favoráveis ao ganho de massa óssea. [11-

12] Entretanto, sua efetividade tem sido relatada, principalmente quando em associação 

com algum material adjuvante,[13, 42]  sendo que, quando aplicada sozinha, não 

apresenta resultado consensual na literatura para ganhos na formação óssea e 

apresentando divergências tanto em estudos realizados em animais[42] quanto em estudos 

clínicos[43]. Da mesma forma, o presente estudo não encontrou diferença significativa 

entre o grupo controle tratado com coágulo e do grupo com aplicação da membrana de 

fibrina rica em plaquetas sozinha.  

A influência sistêmica e de fármacos sobre a fibrina rica em plaquetas e sua atuação 

não recebeu suficiente atenção da literatura, o que pode gerar imprevisibilidade na 

utilização da fibrina rica em plaquetas nesses casos. Como observado nos resultados do 

presente estudo, a aplicação da fibrina rica em plaquetas sob a condição de 

hipercolesterolemia (GPRFH) mostrou-se, quando comparado com todos os demais 
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grupos, como o grupo de maior ganho de massa óssea, evidenciado estatisticamente pelo 

significativo aumento da porcentagem de volume ósseo (BV/TV) e condizente com os 

achados histológicos. A correlação dos níveis séricos de colesterol com desordens 

sistêmicas como doenças cardiovasculares e osteoporose é evidente na literatura [26-29]. 

Apesar disso, a atuação e efeitos do colesterol e lipídeos no tecido ósseo ainda 

apresentam-se controversos: Se por um lado existem estudos que correlacionam 

negativamente a hipercolesterolemia à osteoporose [27-29], por outro, estudos clínicos 

sugerem uma correlação positiva entre o desequilíbrio lipídico sanguíneo e a densidade 

mineral óssea, evidenciando aumento da massa óssea nesses pacientes [43-46]. Da mesma 

forma, autores [44-48] ainda questionam sobre a existência de uma relação direta da 

hipercolesterolemia com a densidade mineral óssea ou se está relacionada à outros fatores 

como por exemplo ao estrogênio, uma vez que substancial parte das pesquisas clínicas 

que correlaciona densidade mineral óssea com perfil lipídico avalia pacientes do sexo 

feminino em diferentes períodos da menopausa [44-48]. Adami e colaboradores [46] 

avaliaram, em dois estudos clínicos de coorte, com um total de 982 pacientes, homens e 

mulheres, de um centro de tratamento e prevenção de osteoporose para verificar a relação 

da densidade mineral óssea e o perfil lipídico e observaram que quanto maior a proporção 

de LDL/HDL e de triglicerídeos dos pacientes avaliados, melhor a densidade mineral 

óssea. Da mesma forma, em outro estudo coorte, avaliando 289 pacientes do sexo 

masculino, evidenciou-se que há uma correlação positiva entre a hipercolesterolemia e a 

densidade mineral óssea [44].  

De fato, estudos in vitro também já observaram o papel osteogênico do colesterol 

que atua através da diferenciação de células mesenquimais indiferenciadas, atuando 

através da estimulação da síntese de BMP2 e induzindo a transcrição de RUNX2, 

estimulando a osteoblastogênese e o potencial osteogênico dos osteoblastos. [49]. 
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Por outro lado, os animais que foram submetidos apenas à indução da 

hipercolesterolemia sem a aplicação da fibrina rica em plaquetas no defeito crítico ósseo 

confeccionado (GCH), não mostraram aumento da formação de massa óssea 

estatisticamente significativa, o que reforça que a hipótese que a hipercolesterolemia 

influencia positivamente na atuação da membrana de fibrina rica em plaquetas no reparo 

ósseo. Adicionalmente, é observado também que essa correlação positiva entre níveis 

séricos de colesterol e a fibrina rica em plaquetas acontece mesmo quando há o tratamento 

do animal com atorvastatina (GPRFHA). Observou-se que apesar dessa associação 

mostrar aumento da taxa de volume ósseo quando comparada aos grupos em que foi 

administrado o tratamento com atorvastatina (GCA, GHA e GPRFA), o tratamento com 

atorvastatina resultou em um déficit no aumento de massa óssea, quando comparamos 

com o grupo que apresenta também o PRF e a condição de hipercolesterolemia, porém 

não tratado com atorvastatina (GPRFH).  

O tratamento com atorvastatina não influenciou no volume da formação óssea dos 

grupos analisados, porém observa-se que há um aumento significativo na espessura 

trabecular óssea ao associar o PRF com o tratamento de atorvastatina (GPRFA), quando 

comparado com o grupo não tratado com o medicamento (GCPRF). O fato da 

atorvastatina não ter promovido aumento da regeneração óssea converge 

semelhantemente ao tratamento com sinvastatina sob a administração oral em que foi 

demonstrado que, apesar de estimular o tecido ósseo no processo de remodelação [50], 

não apresenta influência no processo de regeneração óssea [51].    

A elucidação da influência sistêmica oriunda de patologias e medicamentos, como 

a hipercolesterolemia e a atorvastatina, na eficácia da fibrina rica em plaquetas ainda 

necessita de mais estudos, uma vez que as próprias variáveis analisadas neste estudo 

(hipercolesterolemia e tratamento com atorvastatina) apresentam-se ainda em fase de 
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elucidação no que diz respeito à sua atuação no tecido ósseo através do delineamento 

proposto. De modo que próximos estudos devem objetivar o entendimento dos 

mecanismos bioquímicos, sinalizatórios e estruturais que podem atuar na composição do 

PRF e sua resposta biológica.  

 

5 CONCLUSÃO 

Com a metodologia empregada, a fibrina rica em plaquetas mostrou-se eficaz na 

formação óssea quando associada à condição de hipercolesterolemia, sendo que a 

atorvastatina, por via de administração oral, não apresentou influência direta na ação da 

membrana de fibrina rica em plaquetas no reparo do tecido ósseo. 
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FIGURAS: 

 

 

Fig.1- Gráfico representando o aumento da massa corporal (em gramas) dos animais, medido através da 

diferença da massa corporal da pesagem final, na data da eutanásia, e da pesagem inicial, na data de início 

da implementação da dieta hipercalórica.    
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Fig. 2-  Imagens histológicas dos defeitos de calotas cranianas de ratos dos grupos GC, GCPRF, GCA, 

GCH, GHA aos 28 dias pós-operatórios. (coloração de HE, e magnificação de 125x). 
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Fig. 3- Imagens histológicas dos defeitos de calotas cranianas de ratos dos grupos GPRFA, GPRFH, 

GPRFHA aos 28 dias pós-operatórios, em que observamos que a associação entre a membrana de PRF e a 

condição de hipercolesterolemia proporcionou aumento da formação óssea com os biomateriais testados 

comparado com a figura anterior. (coloração de HE, e magnificação de 125x). 

 

 

Fig. 4- Gráfico da área da quantificação de volume ósseo (BV) nos defeitos de calotas cranianas de ratos 
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aos 28 dias pós-operatórios. Análise estatística não indicou diferença significativa (p > 0,05) dos valores 

mensurados entre os grupos. 

 

 

Fig. 5- Gráfico do volume ósseo formado por volume total do defeito (BV/TV) nos defeitos de calotas 

cranianas de ratos nos 28 dias pós-operatórios. Análise estatística indicou significância de 5% entre GC e 

GCA (p=0,0264); GC e GPRFH (p=0,0024); GCPRF e GHA (p=0,0169); GPRFH e GCPRF (p=0,0038); 

GPRFH e GCA (p<0,0001); GPRFH e GCA (p=0,0049); GPRFH e GCH (p<0,0001); GPRFH e GHA 

(p<0,0001), GPRFH e GPRFA (p<0,0001), GPRFH e GPRFHA (p=0,0169), GPRFHA e GCA (p=0,0499), 

GPRFHA e GHA (p=0,0037), GPRFHA e GPRFA (p=0,0444). 
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Fig. 6- Gráfico da área da espessura das trabéculas ósseas formadas (Tb.Th) nos defeitos de calotas 

cranianas de ratos aos 28 dias pós-operatórios. Análise estatística indicou significância entre os grupos 

GCH e GCPRF (p=0,0224), GPRFA e GCPRF (p=0,0223). 

 

 

Fig. 7- Gráfico do representando os valores do espaçamento entre as trabéculas ósseas por milímetro 

(Tb.Sp) nos defeitos de calotas cranianas de ratos aos 28 dias pós-operatórios. Análise estatística não 

indicou diferença significativa (p > 0,05) dos valores mensurados entre os grupos. 
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Fig. 8- Gráfico do número de trabéculas ósseas por milímetro (Tb.N) nos defeitos de calotas cranianas de 

ratos aos 28 dias pós-operatórios. Análise estatística não indicou diferença significativa (p > 0,05) dos 

valores mensurados entre os grupos. 
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ANEXO A – Comitê de ética no uso de animais. 
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ANEXO B – Normas da revista selecionada para a publicação do artigo. 
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ANEXO C – Ilustrações da fase cirúrgica. 

 

 

 

 

 

Fig.1- Punção cardíaca de 1,5ml 

de sangue 
Fig.2- Centrifugação por 10 minutos em 

3000 rpm 

Fig.3- Tricotomia da região da calota 

craniana  

Fig.4- Antissepsia da região da calota 

craniana  

Fig.5- Lâmina de bisturi posicionada para 

realização da incisão  

Fig.6- Incisão realizada  Fig.7- Confecção do defeito ósseo de 6mm 

de diâmetro 

Fig.8- Defeito ósseo realizado 
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Fig.8- Obtenção da fibrina rica 

em plaquetas após centrifugação 
Fig.9- Confecção da 

membrana de fibrina rica 

em plaquetas 

Fig.10- Aplicação da fibrina rica em 

plaquetas no defeito ósseo 
Fig.11- Acomodação da fibrina rica em 

plaquetas no defeito ósseo 
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ANEXO D – Suplemento de imagens da análise histológica - coloração HE. 
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ANEXO E- Ilustração das reconstruções em 3 dimensões das Microtomografias 

Computadorizadas. 
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