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Resumo
Introdução: Tem sido sugerido que enxertos ósseos associados ao Plasma Rico em Plaquetas (PRP) cicatrizam com 
maior densidade que os enxertos sem PRP. Contudo, esse resultado parece depender da proporção PRP/enxerto ósseo 
utilizada. Objetivo: O propósito deste estudo foi avaliar, radiograficamente, a influência da proporção PRP/enxerto 
de Osso Autógeno (OA) no reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico (DTCs) criados cirurgicamente em calvárias 
de ratos. Material e método: Cinquenta ratos foram divididos em cinco grupos: C, OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100 
e OA/PRP-150. Um DTC de 5  mm de diâmetro foi criado na calvária de cada animal. No Grupo C, o defeito 
cirúrgico foi preenchido somente com coágulo sanguíneo. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com enxerto 
de OA particulado. Nos grupos OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150, o defeito foi preenchido com enxerto de 
OA particulado associado a 50, 100 ou 150 µL de PRP, respectivamente. Os animais foram eutanasiados aos 30 dias 
pós-operatórios. Imagens radiográficas padronizadas das calvárias foram obtidas com o sistema Digora (Soredex, 
Finlândia). As imagens foram avaliadas por três examinadores por meio de escores, que indicaram o percentual de 
radiopacidade dos defeitos. Os escores obtidos foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultado: 
O Grupo C apresentou radiopacidade significativamente menor que os grupos OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100 e 
OA/PRP-150 (p < 0,05). O Grupo OA/PRP-50 apresentou radiopacidade significativamente maior que os grupos 
OA/PRP-100 e OA (p  <  0,05). Conclusão: Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a proporção 
PRP/enxerto de OA influencia a cicatrização de DTCs criados em calvárias de ratos.

Palavras-chave: Regeneração óssea; fator de crescimento; plaquetas; radiografia.

Abstract
Introduction: It has been suggested that bone grafts combined with platelet rich plasma (PRP) present greater 
density than bone grafts without PRP after healing process. However, this result may depend on proportion 
PRP/autogenous bone (AB) graft used. Objective: The purpose of this study was to analyze radiographically the 
influence of the proportion PRP/particulate autogenous bone (AB) graft on bone healing in surgically created critical-
size defects (CSD) in rat calvaria. Material and method: 50 rats were divided into 5 groups: C, AB, AB/PRP-50, 
AB/PRP-100 and AB/PRP-150. A 5 mm diameter CSD was created in the calvarium of each animal. In Group C the 
defect was filled by blood clot only. In Group AB the defect was filled with 0.01 mL of AB graft. In groups AB/ RP-50, 
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INTRODUÇÃO

Atualmente, abordagens terapêuticas clinicamente 
estabelecidas para o tratamento de defeitos de tamanho crítico 
incluem autoenxertos, aloenxertos e materiais artificiais utilizados 
isolados ou em associação com o enxerto ósseo. No entanto, essas 
técnicas possuem suas desvantagens: os autoenxertos geralmente 
oferecem suprimento de tecido insuficiente, resultando em 
morbidade do sítio doador. Os aloenxertos podem resultar em 
rejeição imunológica e inflamação. Felizmente, a engenharia 
tecidual tem sido bastante explorada, com a finalidade de superar 
essas restrições1.

Uma das biotecnologias que têm se destacado nos últimos 
anos é o Plasma Rico em Plaquetas (PRP)2. A racionalidade 
para o uso local do PRP está, sobretudo, no aumento do nível 
de fatores de crescimento no sítio da ferida após a degranulação 
plaquetária3. Estudos in  vivo e in  vitro da ação isolada desses 
fatores concluíram que os mesmos são potenciais agentes 
terapêuticos para acelerar o reparo de defeitos ósseos2,4.

 Sob o ponto de vista da aceitação biológica, o enxerto ósseo 
autógeno é considerado “padrão ouro” nos procedimentos 
regenerativos, sendo o que apresenta melhor prognóstico5-8. 
A possibilidade de aumentar o potencial osteogênico desses 
enxertos foi demonstrada de maneira promissora por Marx et al.3. 
Eles avaliaram, em 88 pacientes, a combinação de PRP e enxertos 
ósseos medulares no tratamento de defeitos mandibulares 
contínuos, com 5 a 6  cm, resultantes da remoção de tumores 
benignos e malignos. Os resultados deste estudo mostraram uma 
maturação mais rápida dos enxertos com PRP (1,16 a 2,16 vezes), 
bem como uma maior densidade óssea dos mesmos quando 
comparados aos enxertos sem PRP.

Enquanto vários estudos evidenciaram os benefícios do PRP 
combinado com enxertos de osso autógeno3,9 no processo de 
cicatrização de defeitos ósseos, outros estudos não encontraram 
nenhuma vantagem referente ao uso dessa associação10,11. 
Tentando compreender esses diferentes resultados, Choi  et  al.12 

investigaram os efeitos de variadas concentrações de PRP 
sobre osteoblastos in  vitro. Estes autores observaram que altas 
concentrações de PRP podem suprimir o crescimento celular, 
sendo as amostras com mais de 30% de PRP consideradas 
citotóxicas. Os autores inferiram, então, que a relação entre 
o volume de PRP e a quantidade de enxerto ósseo poderia 
influenciar os resultados dos procedimentos regenerativos. 
Nagata  et  al.9 demonstraram que a proporção PRP/enxerto de 

ósseo autógeno influencia a expressão das proteínas osteopontina 
e osteocalcina durante o processo de cicatrização de defeitos de 
tamanho crítico, criados cirurgicamente em calvárias de ratos.

Os estudos que avaliaram a influência do PRP combinado com 
enxertos de osso autógeno no processo de reparo ósseo utilizaram 
diferentes volumes de PRP. Marx et al.3 usaram aproximadamente 
70 mL de PRP, produzido a partir de 400 a 450 mL de sangue, 
e misturaram com osso autógeno para o tratamento de defeitos 
mandibulares com 50 mm de diâmetro ou mais. Robiony et al.13 
e Mazor et al.14 usaram 8 mL de PRP em seus estudos clínicos. 
Em estudos experimentais em animais, diversos volumes de PRP 
foram utilizados em coelhos15 e ovelhas10.

Nota-se, portanto, que a influência da proporção de 
PRP e osso autógeno no processo de reparo ainda não foi 
avaliada apropriadamente. Essas proporções parecem ter sido 
empiricamente escolhidas em todos os estudos realizados até o 
presente momento. Tendo em vista a carência de pesquisas nesse 
campo, o propósito deste estudo foi avaliar, radiograficamente, a 
influência da proporção PRP/enxerto de osso autógeno no reparo 
ósseo de defeitos de tamanho crítico criados cirurgicamente em 
calvárias de ratos.

MATERIAL E MÉTODO

1. Modelo Experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de 
Ética na Experimentação Animal (CEEA) da Faculdade de 
Odontologia do Campus de Araçatuba, Universidade Estadual 
Paulista “Júlio de Mesquita Filho”  -  UNESP. Foram utilizados 
50 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade 
entre 5 e 6 meses, pesando entre 450 e 500 g (UNESP, Biotério 
da Faculdade de Odontologia do Campus de Araçatuba-SP). Eles 
foram aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais: 
Grupo C (Controle), Grupo OA, Grupo OA/PRP-50, Grupo 
OA/PRP-100 e Grupo OA/PRP-150.

2. Procedimento Cirúrgico

Os ratos foram anestesiados por injeção intramuscular de 
xilazina (6 mg.kg–1 de peso corporal) e quetamina (70 mg.kg–1 de 
peso corporal). Após preparação asséptica, uma incisão semilunar 
foi feita na região anterior da calvária, permitindo rebater um 
retalho de espessura total em direção posterior. Um defeito de 
tamanho crítico (DTC) de 5  mm de diâmetro foi criado com 

AB/PRP-100 and AB/PRP-150 the defects were filled with 0.01 mL of AB graft combined with 50, 100 and 150 µL 
of PRP, respectively. All animals were euthanized at 30 days post-operative. Standardized radiographic images 
of the rat calvaria were obtained using Digora System (Soredex, Finland). The images were evaluated by three 
examiners using scores that indicated the percentage of radiopacity of the defect. The obtained data were subjected 
to statistical analysis (Kruskal-Wallis test, p < 0.05). Result: Group C presented radiopacity significantly lower than 
groups AB, AB/PRP-50, AB/PRP-100 and AB/PRP-150. Group AB/PRP-50 showed radiopacity significantly greater 
than groups AB/PRP-100 and AB. Conclusion: It can be concluded that the proportion PRP/AB graft influences 
bone healing in CSD in rat calvaria.

Keywords: Bone regeneration; growth factors; platelets; radiography.
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uma trefina acoplada em uma peça de mão de baixa rotação, sob 
contínua irrigação com solução salina estéril. O defeito incluiu 
uma porção da sutura sagital.

Com auxílio de um guia cirúrgico previamente confeccionado, 
uma marcação no formato de “L” foi feita 2 mm anterior e outra 
2  mm posterior às margens do defeito cirúrgico. O maior eixo 
de cada “L” localizou-se sobre uma linha imaginária longitudinal 
craniocaudal que dividia o defeito cirúrgico ao meio. As 
marcações foram feitas com uma broca carbide troncocônica sob 
irrigação contínua com solução salina estéril e, posteriormente, 
preenchidas com amálgama2. Essas marcações foram úteis para a 
identificação do defeito cirúrgico original (Figura 1).

No Grupo C, o defeito cirúrgico foi preenchido somente com 
coágulo sanguíneo. No Grupo OA, ele foi preenchido com 0,01 mL 
de enxerto ósseo autógeno particulado. Nos grupos OA/PRP-50, 
OA/PRP-100 e OA/PRP-150, o defeito cirúrgico foi preenchido 
com 0,01 mL de enxerto ósseo autógeno particulado associado a 
50 (OA/PRP proporção = 1/5), 100 (OA/PRP proporção = 1/10) 
ou 150 µL (OA/PRP proporção = 1/15) de PRP, respectivamente. 
O osso autógeno obtido da calvária durante a criação do defeito 
cirúrgico foi preparado em um triturador ósseo. O osso foi 
particulado em tamanhos que variavam de 172 a 210  µm. Os 
tecidos moles foram, então, reposicionados e suturados para se 
obter um fechamento primário da ferida. Cada animal recebeu 
uma injeção intramuscular de 24.000 unidades de Penicilina 
G-benzatina (Pentabiótico* Veterinário Pequeno Porte, Fort 
Dodge® Saúde Animal Ltda., Campinas-SP).

3. Preparo do PRP e Contagem das Plaquetas

Foram coletados 3,15  mL de sangue de cada animal, via 
punção cardíaca, em uma seringa descartável contendo 0,35 mL 
de citrato de sódio a 3,2%, para prevenir a coagulação. O sangue 
coletado foi, inicialmente, centrifugado a 160 G por 20 minutos, 
à temperatura ambiente (22 °C), para separar o plasma contendo 
as plaquetas das células vermelhas. O plasma foi pipetado e 
centrifugado a 22 °C por mais 15 minutos a 400 G, para separar 
as plaquetas. O Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi pipetado do 
topo, deixando o PRP e o buffy coat, que foram então ressuspensos. 
O PRP foi ativado no momento da aplicação clínica (0,05 mL de 
cloreto de cálcio para cada 1 mL de PRP).

4. Contagem das Plaquetas

O líquido de Brecher foi utilizado para lisar os eritrócitos e 
diluir as amostras de sangue periférico e PRP. As plaquetas nas 
amostras diluídas de sangue periférico e PRP foram contadas 
manualmente em câmara de Neubauer. Os esfregaços de sangue 
periférico e PRP foram corados com Panótico Rápido LB 
(LaborClin, Pinhais-PR, Brasil), para avaliar a morfologia das 
plaquetas. A contagem das plaquetas e a análise da sua morfologia 
foram feitas por um veterinário hematologista.

5. Processamento Tecidual

Os animais foram submetidos à eutanásia aos 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 formol neutro a 10%.

6. Análise Radiográfica

Imagens radiográficas padronizadas da calvária dos animais 
foram obtidas usando-se um aparelho de raio X (70 kVp, 10 mA, 
12 impulsos  –  General Eletric Company, Milwakee, WI, EUA) 
e uma placa óptica de fósforo (Digora system, Soredex/Orion 
Corp., Helsinki, Finlândia). Os espécimes foram posicionados 
de maneira que o longo eixo do defeito cirúrgico ficasse 
paralelo à placa. O cilindro do raio  X foi então posicionado 
perpendicularmente à placa e, consequentemente, ao defeito 
cirúrgico. A distância focal entre a fonte de raio X e as placas foi 
padronizada em 40 cm para todos os espécimes. A digitalização 
das placas ópticas de fósforo foi realizada imediatamente após 
a exposição ao raio  X, usando-se o escaner do sistema Digora 
(Digora system, Soredex/Orion Corp., Helsinki, Finlândia). As 
imagens digitais foram analisadas no programa do mesmo sistema. 
A distinção entre os tecidos mineralizados e não mineralizados 
foi realizada para cada defeito por meio de avaliação visual 
de cada imagem por três examinadores calibrados e cegos ao 
tratamento realizado. Os defeitos foram classificados de acordo 
com os seguintes critérios, estabelecidos por Pryor et al.16:

As imagens digitais foram analisadas no programa do 
mesmo sistema. A distinção entre os tecidos mineralizados e 
não mineralizados foi realizada para cada defeito por meio de 
avaliação visual de cada imagem por três examinadores cegos ao 
tratamento realizado. Quando a classificação do defeito não era 
unânime, o defeito era reavaliado para que um consenso entre 
dois ou três examinadores fosse atingido.

Os defeitos foram classificados de acordo com os seguintes 
critérios, estabelecidos por Pryor et al.16:

0 = o defeito apresenta 0 a 25% de sua área total com imagem 
radiopaca visível, compatível com tecido ósseo mineralizado;

1 = o defeito apresenta 25,1 a 50% de sua área total com imagem 
radiopaca visível, compatível com tecido ósseo mineralizado;

2 = o defeito apresenta 50,1 a 75% de sua área total com imagem 
radiopaca visível, compatível com tecido ósseo mineralizado;

3  =  o defeito apresenta 75,1 a 100% de sua área total 
com imagem radiopaca visível, compatível com tecido ósseo 
mineralizado.

Figura  1. Defeito de tamanho crítico e marcações com amálgama 
criadas na calvária.
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7. Análise Estatística

A reprodutibilidade agrupada para a análise radiográfica foi 
avaliada para os três examinadores. Os escores obtidos foram 
submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis (TKW) seguido pelo 
Teste de Dunn post hoc, quando o TKW sugeriu uma diferença 
significativa entre os grupos (p < 0,05).

RESULTADO

Os animais toleraram bem o procedimento cirúrgico e 
mantiveram-se saudáveis durante todo o período experimental. 
O pós-operatório transcorreu sem complicações.

Dois espécimes do grupo OA/PRP-150 foram perdidos 
durante o processamento laboratorial.

1. Estudo da Contagem de Plaquetas

As plaquetas presentes nas amostras de sangue periférico e de 
PRP apresentaram morfologia normal (Figura 2). A contagem de 
plaquetas confirmou que a técnica de preparo do PRP produziu 
amostras com alta concentração de plaquetas. Os esfregaços de 
amostras de PRP mostraram maiores concentrações de plaquetas 
do que os esfregaços de amostras do sangue periférico. A 
quantidade média de plaquetas nas amostras de sangue periférico 
foi 474,80 ± 80,38 × 103 plaquetas/µL, enquanto que nas amostras 
de PRP foi 2718,46 ± 359,65 × 103 plaquetas/µL. A concentração 
média de plaquetas nas amostras de PRP foi 5,7 vezes maior que 
aquela observada nas amostras de sangue periférico.

Não foram observadas diferenças significativas (p  >  0,05) 
entre a quantidade média de plaquetas/µL nas amostras de PRP e 
de sangue periférico dos grupos OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/
PRP-150.

2. Análise Radiográfica

A frequência dos escores atribuídos aos grupos C, OA, 
OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150, assim como os 

resultados das comparações entre os grupos, estão representados 
na Tabela 1. Imagens radiográficas representativas de cada grupo 
podem ser visualizadas na Figura 3.

DISCUSSÃO

A regeneração ou o reparo de defeitos ósseos extensos 
pode ser difícil de ser obtida sem intervenções, como o enxerto 
ósseo17. Assim, pesquisadores buscam continuamente melhorar 
as técnicas de enxerto para alcançar uma regeneração óssea mais 
rápida e com maior densidade11. Uma das alternativas propostas 
é a associação de enxertos ósseos com o PRP.

A associação PRP/enxerto ósseo tem sido avaliada em 
diversos estudos3,9,12,18. No presente estudo, o Grupo OA/PRP-50 
apresentou percentual de radiopacidade significativamente maior 
que o Grupo OA. De fato, o PRP pode acelerar a cicatrização 
de enxertos de osso autógeno19. Entre as potencialidades do 
PRP capazes de justificar os resultados observados no Grupo 
OA/PRP-50, poderia ser citado o aumento na proliferação 
de células endoteliais20, pré-osteoblastos21, osteoblastos12 e 
osteoclastos22 no defeito cirúrgico.

No presente estudo, um efeito vantajoso do PRP na 
cicatrização de enxertos de osso autógeno foi observado 
apenas no Grupo OA/PRP-50. Este grupo também demonstrou 
percentual de radiopacidade significativamente maior que o 
Grupo OA/PRP-100. Uma das possíveis explicações para esses 
resultados seria a proporção PRP/enxerto ósseo autógeno 
utilizada. Quando uma pequena quantidade de enxerto ósseo 
é associada a um grande volume de PRP, as células ósseas do 
enxerto e do tecido ósseo adjacente são expostas a uma grande 
concentração de PRP9. Um recente estudo de Nagata  et  al.9 
demonstrou que a proporção PRP/enxerto ósseo autógeno 
influenciou o reparo ósseo em DTC em calvárias de ratos. Esses 
autores avaliaram o reparo ósseo em DTCs tratados com enxerto 
de osso autógeno associado ou não a diferentes volumes de PRP 
e observaram que, aos 30 dias pós-operatórios, os grupos, nos 
quais foram utilizadas as menores proporções PRP/enxerto 

Figura 2. Esfregaço de amostra de PRP (a) mostrando maior número de plaquetas (setas) que o esfregaço de amostra de sangue periférico (b). 
Panótico. Aumento 1000×. PRP = Plasma Rico em Plaquetas.

a b
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ósseo autógeno, apresentaram maior expressão de osteocalcina 
e osteopontina, marcadores de produção óssea23 e mineralização 
da matriz óssea24, respectivamente. Nesses grupos, também foi 
observado um processo de reparo ósseo mais desenvolvido, o que 
pareceu indicar haver uma proporção ótima PRP/enxerto ósseo 

autógeno a ser utilizada, podendo o aumento da concentração 
de PRP ser deletéria. De fato, a viabilidade e a proliferação de 
células ósseas são estimuladas por pequenas concentrações de 
PRP, porém suprimidas por grandes concentrações, conforme os 
achados in vitro de Choi et al.12.

a d

eb

c

Figura  3. Imagens radiográficas representativas de cada um dos grupos analisados. a)  grupo C; b)  grupo OA; c)  grupo OA/PRP-50; 
d) grupo OA/PRP-100; e e) grupo OA/PRP-150. OA = Osso Autógeno; PRP = Plasma Rico em Plaquetas.

Tabela 1. Frequência dos escores atribuídos aos grupos C (controle), OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150, bem como os resultados 
das comparações entre os grupos em relação ao percentual de radiopacidade dos defeitos cirúrgicos analisados

Escores
Grupos

Controle* OA*§ OA/PRP-50*†§ OA/PRP-100*† OA/PRP-150*

0 29 15 03 12 06

1 01 07 05 11 03

2 - 04 09 03 09

3 - 04 13 04 -

Símbolos semelhantes (†§) indicam diferenças significativas entre os grupos ( p  <  0,05). Os grupos OA, OA/PRP-50, OA/PRP-100 e OA/PRP-150 apresentaram 
diferenças significativas (*) quando comparados ao Grupo Controle (p < 0,05). OA = Osso Autógeno; PRP = Plasma Rico Em Plaquetas. 
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