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RESUMO 

 

 
PIRES, Jorge Luís da Silva. Reparo de defeitos ósseos críticos usando hidroxiapatita 
sintética ou bovina com ou sem fração mononuclear da medula óssea: análise 
histomorfométrica e imuno-histoquímica. 2020.  65 f. Tese (Doutorado em 
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, 2020. 
 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a regeneração óssea de 
defeitos ósseos críticos na calvária de ratos com a utilização de enxerto xenógeno 
Bio-Oss Small ( Bio-Oss® Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça) e hidroxiapatita 
sintética, (Alobone poros Osseocon Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil ) 
puros e enriquecidos com a fração mononuclear medular de célula tronco. Material e 
métodos: quarenta ratos adultos jovens machos, Sprague Dawley, com doze 
semanas distribuídos em cinco grupos com oito animais, sendo assim denominados: 
grupo controle, grupo 1, grupo 2, grupo 3, e grupo 4. Além dos quarenta ratos 
adultos jovens, mais oito ratos adultos jovens machos, Sprague Dawley, com doze 
semanas foram utilizados como doadores de medula óssea. Os cinco grupos foram 
submetidos a defeitos ósseos críticos com trefina de 8 (oito) milímetros de diâmetro, 
na região temporoparietal. No grupo controle não teve a colocação de biomaterial, 
no grupo 1 os defeitos críticos foram preenchidos por hidroxiapatita sintética ,0.10 
gramas, (Alobone poros Osseocon Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil), no 
grupo 2 foram preenchidos com hidroxiapatita bovina,0,10 gramas, Bio-Oss Small 
(Bio-Oss® Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça), no grupo 3 os defeitos críticos 
foram preenchidos por hidroxiapatita sintética,0,10 gramas, (Alobone poros 
Osseocon Biomateriais Ltda, Rio de Janeiro/RJ, Brasil) enriquecida com 300 µl da 
fração mononuclear medular de células tronco na concentração de 1 x 10 6, obtida 
dos animais doadores de medula, e no grupo 4 os defeitos críticos foram 
preenchidos por hidroxiapatita bovina, 0,10 gramas, Bio-Oss Small (Bio-Oss® 
Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça) também enriquecida com 300 µl da fração 
mononuclear medular de células tronco na concentração de 1 x 10 6, obtida dos 
animais doadores de medula Após oito semanas, os cinco grupos tiveram todos os 
animais eutanasiados, por intermédio de overdose anestésica de Pentobarbital (180 
mg/ kg intraperitoneal). Os grupos, foram submetidos a análises histomorfométrica, 
preparados corados com tricrômico de Masson, e técnicas imuno-histoquímica de 
VEGF e Osteopontina. Não existiu diferença estatisticamente significativa entre os 
grupos 1, 2, 3 e 4, porém existiu entre o grupo controle e os demais grupos que 
receberam tratamento para regeneração dos defeitos ósseos críticos. 
 
Palavras-chave: Osseointegração. Regeneração Óssea. Fração Mononuclear da 

Medula Óssea. Defeito Ósseo Crítico. 

 

 



ABSTRACT 
 

 
PIRES, Jorge Luís da Silva. Repair of critical size bone defects using synthetic or 
bovine hydroxyapatite with or without bone marrow mononuclear fraction: 
histomorphometric and immunohistochemical analysis. 2020. 65 f. Tese (Doutorado 
em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, 2020. 
 

The present study aimed to evaluate the bone regeneration of critical bone 
defects in the calvaria of rats using xenogenous grafts, Bio-Oss Small (Bio-Oss® 
Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland) and synthetic hypooxypatite, (Alobone 
poros Osseocon Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro / RJ, Brazil) pure or enriched with 
the medullary mononuclear fraction of stem cells, in the material and methods: forty 
young adult male rats, Sprague Dawley, were used, with twelve weeks distributed in 
five groups with eight animals, being thus named: control group, group 1, group 2, 
group 3, and group 4. In addition to the forty young adult rats, eight more animals 
were used as bone marrow donors. The Five groups were submitted to critical size 
bone defects with 8 (eight) millimeter diameter trephine, in the temporoparietal 
region. In the control group there was no biomaterial placement, in group 1 the 
critical size bone defects were filled with synthetic hydroxyapatite, 0,10 grams, 
(Alobone poros Osseocon Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro / RJ, Brazil), in group 2 
they were filled with bovine hydroxyapatite,0,10gramas, Bio-Oss Small (Bio-Oss® 
Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland), in group 3 the critical size bone  
defects were filled with synthetic hydroxyapatite,0,10 grams, (Alobone poros 
Osseocon Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro / RJ, Brazil) enriched with 300 µl of 
BMMF containing 1x106 cells, obtained from bone marrow donors animals, and in 
group 4 the critical size bone defects were filled with bovine hydroxyapatite, 0,10 
grams Bio-Oss Small (Bio-Oss® Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland) 
enriched with 300 µl of BMMF containing 1x106 cells, obtained from bone marrow 
donors animals. After eight weeks, all five of animals were euthanized by 
Pentobarbital anesthetic overdose (180 mg / kg intraperitoneal). The groups were 
submitted to histomorphometric analysis, using Masson's trichrome Stain, and 
immunohistochemical techniques of VEGF and Osteopontin. There was no 
statistically significant difference among groups 1, 2, 3 and 4, but it did exist with the 
control group and the other groups that received treatment for the regeneration of 
critical bone defects. 
 
Keywords: Osseointegration. Bone Regeneration. Mononuclear Fraction of the Bone 

Marrow, Critical Bone Defects. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 Com o avanço da implantodontia como especialidade, pode ser observado um 

grande aumento no uso clínico dos implantes osseointegrados e uma busca por 

maiores índices de sucesso. Uma linha de pesquisas frequente na última década 

tem sido voltada para procedimentos regeneradores e substitutos ósseos visto que 

os defeitos ósseos são comuns na rotina do especialista. Diversos mecanismos 

biológicos e fisiológicos devem ser compreendidos para que a regeneração seja 

conduzida da melhor forma possível obtendo maior previsibilidade dos resultados. 

Em diversas áreas da odontologia, os mecanismos de osteogênese, morfogênese, 

biotecnologia e biologia das células-tronco estão sendo intensamente estudados.1 

A reconstrução de defeitos ósseos extensos com o objetivo de instalar 

implantes representa um dos maiores desafios à profissão odontológica e. 

Infelizmente este tipo de situação pode ser considerado um achado comum. Os 

defeitos ósseos alveolares podem ser consequentes de várias causas, como por 

exemplo a reabsorção óssea fisiológica após exodontia, sendo a preservação do 

alvéolo dentário um tema que tem sido bastante abordado na literatura,2-7assim 

como o trauma, a doença periodontal, a falha no tratamento endodôntico, e os cistos 

e tumores que acometem os maxilares.8-11  

Os enxertos comumente utilizados nas cirurgias de reconstrução são os 

seguintes: autógeno, alógeno, xenógeno, e aloplástico (hidroxiapatita sintética ( HA) 

e beta tricálcio fosfato (ß-TCP), porém o único que possui a capacidade osteogênica 

é o osso autógeno, considerado o padrão ouro, os demais possuem a capacidade 

de osteocondução e ou osteoindução,11-16 mas não a osteogênica, e são 

dependentes inteiramente das células do leito receptor, particularmente do pequeno 

subconjunto de células-tronco e células progenitoras, capazes de gerar novo tecido, 

logo a presença destas células no enxerto ósseo autógeno, permite uma maior 

previsibilidade nas reconstruções de defeitos ósseos.1, 11-14 No entanto, a retirada de 

um enxerto autógeno frequentemente representa um risco significativo de 

morbidade, e complicações pós-operatórias 

Uma abordagem promissora para a regeneração óssea. foi estabelecida pela 

identificação de certas células multipotenciais, entre elas, as células estromais da 
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medula óssea. Muitos estudos de engenharia de tecidos foram realizados utilizando 

a medula óssea, nas seguintes modalidades: o aspirado de medula, a fração 

mononuclear de célula tronco, a cultura de células troncos de origem mesenquimal 

(CTMs),6,17-24 e a cultura de células troncos de origem adiposa (ADMSCs). 25-26 Uma 

célula tronco mesenquimal (CTM) é uma célula indiferenciada que pode se 

autorreplicar e se diferenciar em vários tecidos, como ossos, cartilagens, músculos e 

tendões, e possui também muitas habilidades e funções, incluindo depressão imune. 

Estudos confirmaram que uma CTM indiferenciada pode proliferar e se diferenciar 

em um tecido desejado em um ambiente específico. 17  

A engenharia tecidual tem avançado no sentido de se tentar reproduzir órgãos 

e tecidos, incluindo o tecido ósseo. Com isso, os estudos vêm sendo direcionados à 

criação de protocolos para terapias, no sentido de restaurar os tecidos nativos sem a 

necessidade da remoção de grandes enxertos de áreas doadoras, onde estas 

células (aspirado de medula óssea, fração mononuclear da medula óssea, células 

tronco da medula óssea, células tronco do tecido adiposo) são adicionadas a um 

arcabouço apropriado, como um substituto ósseo comercialmente disponível, 

utilizado como carreador, objetivando alcançar o potencial osteogênico, observado 

no osso autógeno, porém com uma menor morbidade,.1,8,10,18,24,27-33  

 O objetivo do presente trabalho consiste no estudo comparativo, por meio de 

análise histomorfométrica e técnicas imuno-histoquímicas de dois biomateriais de 

enxertia puros e enriquecidos com a fração mononuclear da medula óssea (FMMO), 

que foram utilizados na regeneração de defeitos ósseos críticos na calvaria de ratos. 

. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) são células adultas capazes de 

dar origem aos tecidos de origem mesodérmica, tais como dentina, osso e 

ligamento periodontal. A presença dessas células na medula óssea mostra, 

apesar de pequeno número, que o uso associado a enxertos de forma 

concentrada representa um fator promissor na formação de osteoblastos nos 

procedimentos ósseos regenerativos.34-36 A perda de elementos dentários 

acarreta inúmeras alterações em maxila e mandíbula, que refletem alterações 

morfológicas no terço inferior da face, e consequentemente alteram o perfil 

estético dos indivíduos, pois o rebordo tende a se reabsorver gradativamente 

após as exodontia. A busca por um material que pudesse substituir o osso 

autógeno na técnica de regeneração, proporcionando adequada estrutura para a 

instalação de implantes, tem sido rotineiramente pesquisado. 12,28,37-46 

Pesquisas a respeito das técnicas de terapia celulares com: aspirado de 

medula óssea,1,19,47-49 concentrado do aspirado de medula óssea,32,34,51-56 fração 

mononuclear da medula óssea,10,15,47,57,58 cultura de células tronco mesenquimais 

da medula óssea,23,34,39,53,59  e células tronco mesenquimais de origem 

adiposa,21,25,60 têm sido realizadas com o objetivo de conseguir as mesmas 

propriedades osteogênica, osteoindutora e osteocondutora do osso autógeno, 

que  é considerado o padrão ouro.6 

Estas terapias celulares são utilizadas associada aos diversos carreadores 

que são usados como substitutos ósseos e funcionam como um arcabouço , 

sendo eles, aloenxerto,62,63 osso xenógeno um dos mais pesquisados,50,51,64-67 

beta tricálcio fosfato (ß-TCP),24 fosfato de cálcio,68 hidroxiapatita sintética.69-72 
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1.1 Materiais aloplástico hidroxiapatita sintética 

 

 

Os materiais aloplásticos mais comuns no mercado são: fosfato tricálcio, 

vidros bioativos, sulfato de cálcio, carbonato de cálcio, polímeros, hidroxiapatita 

sintética e as associações hidroxiapatita com fosfato tricálcico.14 Destes, os fosfatos 

de cálcio em especial a hidroxiapatita sintética (HA) e o beta tricálcio fosfato (ß-TCP) 

usados puros ou associados tem sido os mais estudados, 6,9,73 em função da 

composição que lembra muito a fase inorgânica do osso.74 São fabricados 

sinteticamente e estão disponíveis em suprimento ilimitado, com a vantagem de 

possuir osteocondutividade com menor possibilidade de respostas imunes e 

infecciosas do que os aloenxertos e xenoenxertos. Devido às características, os 

biomateriais inorgânicos apresentam-se como uma opção de tratamento. A 

composição química, a porosidade e as estruturas cristalinas semelhantes à matriz 

óssea inorgânica resultam em uma ligação direta entre o material e o tecido ósseo, 

permitindo a osteocondução, na qual o biomaterial serve como arcabouço, por onde 

proliferam vasos sanguíneos, trazendo os componentes necessários à formação 

óssea. Ao serem aplicados, os biomateriais devem manter as suas propriedades e 

características estruturais durante as fases iniciais de cicatrização e posteriormente 

serem reabsorvidos, de uma maneira progressiva, a tempo de serem substituídos 

por um novo osso.69 Em nosso estudo foi utilizado uma hidroxiapatita sintética, 

principal componente encontrado na fase mineral do esmalte do dente e dos ossos, 

com grânulos porosos, osteocondutora para as células e com baixa cristalinidade. 

 

1.2 Xenoenxerto hidroxiapatita bovina 

 

 Os xenoenxertos são enxertos derivados de outras espécies, onde a 

hidroxiapatita (HA) é obtida, removendo todos os componentes orgânicos do tecido 

ósseo, e a estrutura inorgânica restante de cálcio e fosfato, fornece uma matriz 

arquitetônica natural, com um arcabouço favorável a neoformação óssea que ocorre 

lentamente para o interior deste arcabouço. São biocompatíveis e osteocondutores. 
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As propriedades osteocondutoras da HA bovina são bem relatadas na literatura,3-

7possui um grau de reabsorção muito baixo. Biópsias em humanos realizadas após 

10 anos em cirurgias de seio maxilar, mostram remanescente de partículas óssea 

bovina.75 Seu uso isoladamente é bem documentado em procedimentos cirúrgicos 

de Regeneração Óssea Guiada de pequenos defeitos e levantamento de seio 

maxilar,13 pesquisas no aumento vertical e horizontal dos rebordos tem sido 

realizadas.76 Possui como grande vantagem a disponibilidade de grandes volumes 

sem a necessidade de área doadora, e como desvantagem não fornecimento de 

células viáveis osteogênicas, além de não ser osteoindutor.14 

 

 

1.3 Fração mononuclear da medula óssea  

 

 

Dentre as técnicas de terapia celular pesquisadas algumas delas apresentam 

aplicabilidade clínica imediata. Este é o caso do uso do aspirado de medula óssea, 

do concentrado da medula óssea, e da fração mononuclear da medula 

óssea(FMMO). Em nosso estudo utilizamos a fração mononuclear da medula óssea 

(FMMO), que pode ser obtida por três métodos específicos para a separação de 

camadas celulares da medula óssea ou do sangue periférico, sendo eles: 

1)Separação por gradiente de densidade; 2) separação baseada na afinidade celular 

(positiva e negativa), 3) separação por tamanho de célula. Destes três métodos o 

por gradiente de densidade é o mais utilizado, devido a facilidade de execução, e foi 

o realizado neste trabalho. Para a realização deste método é necessário a utilização 

de um gradiente de densidade que vem a ser uma mistura de polissacarídeos 

neutros, hidrofílicos de alta densidade que se dissolvem prontamente em solução 

aquosa. O gradiente de densidade mais utilizado para separar os componentes 

celulares do sangue periférico (eritrócitos, leucócitos...) é o Ficoll – Histopaque 

(Sigma – Aldrich, St Louis, Missouri, USA). Esta mistura do Ficoll- Histopaque, 

utilizada na separação da camada de células mononucleares da medula óssea, após 

processada, exibe o tubo de ensaio com a seguinte distribuição: na parte mais 

superior do tubo ficam o plasma e plaquetas, no halo alaranjado as células 

mononucleares da medula que serão utilizadas junto com os biomateriais 
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(hidroxiapatita sintética e bovina), a camada abaixo o Ficoll- Histopaque e por último 

os eritrócitos e granulócitos. 1  
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2 OBJETIVOS 

 

 

São objetivos do presente trabalho avaliar através de técnicas de 

histomorfometria e imuno-histoquímica: 

a) Se existe diferença na regeneração de defeitos ósseos críticos 

entre a hidroxiapatita sintética, e a hidroxiapatita bovina usadas 

puras. 

b) Se existe diferença na regeneração de defeitos ósseos críticos 

entre a hidroxiapatita sintética, e a hidroxiapatita bovina, 

enriquecidas com a fração mononuclear da medula óssea (FMMO). 

c) Se existe diferença na regeneração de defeitos ósseos críticos 

entre a hidroxiapatita sintética pura, e enriquecida com a (FMMO). 

d) Se existe diferença na regeneração de defeitos ósseos críticos 

críticos entre hidroxiapatita bovina pura, e enriquecida com a 

(FMMO). 

e) Se existe diferença na regeneração de defeitos ósseos críticos 

entre as hidroxiapatita sintética e bovina puras, e enriquecidas com 

a (FMMO), em relação ao grupo controle. 

. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Modelo animal 

 

 

 Os experimentos em animais fornecem embasamento para o 

desenvolvimento de diversos tratamentos serem utilizados em humanos, como 

elaboração de drogas, vacinas, entre outros,1 a literatura nos apresenta trabalhos   

na área de engenharia tecidual em modelo animal em calvária de ratos,17,43,71,77 e 

calvaria de coelhos.23,38,39,69  Entretanto o uso terapias avançadas, em especial, o 

uso de células-tronco, em humanos a nível de consultório dentário não é permitido, 

sendo regulamentado pela resolução do CFO 157 de 8 de junho de 2015, que 

determina que a coleta de material biológico de origem odontológica deva ser feita 

somente por CDs, no centro de tecnologia celular (CTC) e que todo (CTC) tenha um 

Cirurgião Dentista (CD) como responsável técnico.78 A Agencia Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) na sua Resolução da  Diretoria Colegiada (RDC) nº 

214, de 7 de fevereiro de  2018 (Publicada no DOU nº 36, de 22 de fevereiro de 

2018), dispõe sobre as boas práticas em células humanas para uso terapêutico e 

pesquisa clínica, e dá outras providências.79 O presente trabalho para fins de 

pesquisa realizada, encontra-se de acordo com os preceitos  da lei n° 11794 de 8 de 

outubro de 2008, do Decreto n°6899 de 15 de junho de 2009 e com as normas 

editadas pelo Conselho Nacional de Experimentação Animal ( CONCEA) e foi 

aprovado pela Comissão de Ética para o Uso de Animais Experimentais (CEUA) do 

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) sob o registro 016/2018. 

(Anexo 1).  

 

 

3.2 Desenho experimental e protocolo cirúrgico 

 

 

No presente trabalho, foram utilizados quarenta ratos adultos jovens machos, 

Sprague Dawley, com doze semanas distribuídos em cinco grupos com oito animais, 
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sendo assim denominados: grupo controle, grupo 1, grupo 2, grupo 3, e grupo 4. 

Além dos quarenta ratos adultos jovens, mais oito animais foram utilizados como 

doadores de medula óssea. Os cinco grupos foram submetidos a defeitos ósseos 

críticos de 8 mm, que são os defeitos cuja amplitude não possui capacidade de auto 

cicatrização em ratos, e demandam um procedimento reconstrutivo que permita o 

seu restabelecimento. 1 Os defeitos críticos foram realizados com trefina de 8 (oito) 

milímetros de diâmetro,43 na calvária dos ratos e os grupos foram assim 

constituídos: no grupo controle não teve a colocação de biomaterial; no grupo 1 os 

defeitos críticos foram preenchidos por hidroxiapatita sintética, 0,10 gramas de 

(Alobone poros Osseocon Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil); no grupo 2 

foram preenchidos com hidroxiapatita bovina, 0,10 gramas de (Bio-Oss® Small 

Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça); no grupo 3 os defeitos críticos foram 

preenchidos por hidroxiapatita sintética, 0,10 gramas de (Alobone poros Osseocon 

Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil) enriquecida com 300 microlitros ( µl) de 

fração mononuclear medular de células tronco na concentração de 1 x 10 6, obtida 

dos animais doadores de medula, e, no grupo 4 os defeitos críticos foram 

preenchidos por hidroxiapatita bovina, 0,10 gramas de (Bio-Oss® Small Geistlich 

Pharma AG, Wolhusen, Suíça) enriquecida com 300 microlitros (µl) de fração 

mononuclear medular de células tronco na concentração de 1 x 10 6, obtida dos 

animais doadores de medula (Figuras 1, 2, 3). 

A seguinte sequência cirúrgica em cada grupo foi seguida, os espécimes foram 

anestesiados com cloridrato de xilazina 2 %(Calmiun Agener União Quimica 

Farmacêutica Nacional São Paulo/SP, Brasil) 0,1 ml por 100 g/peso, e quetamina 10 

g (Dopalen – CEVA, Paulínea/SP, Brasil) 0,1 ml por 100 g/peso, e após anestesia de 

cada espécime, foi realizada a seguinte sequência cirúrgica: tricotomia da região 

temporoparietal com lamina de bisturi nº 15C, antissepsia com povidine, incisão 

semilunar com retalho de espessura total com lamina de bisturi 15 C, descolamento 

da pele e periósteo, e exposição óssea cirúrgica da região temporoparietal com o 

descolador de Molt (Duflex - Juiz de Fora , MG) utilização de trefina de 8(oito) 

milímetros de diâmetro (Harte instrumentos Ribeirão Preto, SP) com contra ângulo 

redutor 20:1 (Kavo do Brasil – Joinvile/SC, Brasil), acoplado ao motor de implante 

BLM 600 (Driller Carapicuiba/ SP, Brasil), promoção do defeito ósseo crítico de 8 

(oito) milímetros até a dura-máter; descolamento da porção óssea trefinada com 
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espátula de Molt (Duflex Juiz de Fora/MG, Brasil). Em seguida os procedimentos 

regenerativos dos defeitos ósseos críticos, foram realizados com os respectivos 

enxertos de cada grupo como descrito no primeiro parágrafo, a reposição do 

periósteo e pele foi realizada, seguindo da sutura do retalho com categute (Shalon – 

São Luis de Montes Belos/ GO, Brasil), (Figuras 4,5,6). A recuperação pós-

anestésica foi monitorada clinicamente, realizada a avaliação do animal, que foi 

observado, e ao completar 8 (oito) semanas todos foram eutanasiados, por 

intermédio de overdose anestésica de Pentobarbital (Cristália Cotia/SP, Brasil), 180 

mg/ kg intraperitoneal com aplicação prévia, 10 minutos antes da overdose 

anestésica de Pentobarbital, de Lidocaína ( DFL, Rio de Janeiro/RJ, Brasil) 1 a 3 

mg/Kg na concentração de 0,5% sem vasoconstictor, por via intraperitoneal. O 

crânio de cada espécime eutanasiado, foi descalcificado com EDTA 10 % (Sigma – 

Aldrich, St Louis, Missouri, USA) durante 38 (trinta e oito dias). Após a 

descalcificação,(Figuras 7,8) o defeito ósseo critico de 8 (oito) milímetros, foi 

processado para inclusão em Paraplast (Figura 9), realizada a microtomia, e os 

preparados histológicos foram corados pela técnica do tricrômico de Masson e 

analisados por histomorfometria, e por técnicas de imunomarcação para VEGF e 

Osteopontina, todas com microscopia óptica empregando o microscópio Olympus 

BX-50. 

 

 

3.3 Obtenção da Fração Mononuclear da Medula Óssea  

 

 

 No presente estudo a fração mononuclear foi processada pelo emprego de 

Ficoll Histopaque (Sigma – Aldrich, St Louis, Missouri, USA) seguindo os seguintes 

passos, são eles: 

1. As células de medula óssea foram conseguidas de fêmures e tíbias de ratos 

Sprague Dawley com aproximadamente 12 semanas de idade doadores de medula 

óssea. 
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2. A pele e os músculos adjacentes ao fêmur e à tíbia foram retirados, evitando o 

rompimento de vasos sanguíneos presentes na região. Os fêmures e as tíbias foram 

colocados em placas de Petri contendo PBS para dissecação do músculo. 

3. As epífises ósseas foram cortadas e os ossos colocados no interior de uma 

ponteira de 1000 µL, sendo centrifugado a 461 g por 5 minutos à 4°C, para a 

obtenção do estroma medular. 

4. A medula foi coletada e homogeneizada com PBS e as ponteiras, contendo os 

fêmures e as tíbias, foram descartadas. As amostras referentes a cada pata do 

animal foram reunidas e centrifugadas a 461 g por 5 minutos à 4°C. O pellet de 

células foi ressuspendido em 4 ml de DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbecco, 

Sigma–Aldrich) sem soro, pH 7.2. 

5.Em seguida, adicionado cuidadosamente sobre 4 ml de Ficoll (Histopaque 1077, 

Sigma-Aldrich). Os tubos foram centrifugados a 819 g por 30 minutos, à temperatura 

ambiente. Após a centrifugação as duas fases se tornam bem visíveis e a separação 

ocorre na seguinte forma: na fase superior fica o plasma e seus constituintes 

solúveis, na interfase as células mononucleares, logo abaixo a camada de Ficoll e 

mais abaixo a camada contendo eritrócitos e granulócitos sob a forma de um 

sedimento celular no fundo do tubo. 

6.O anel de células formado na interface Ficoll – meio de cultura, que contém as 

células mononucleares de medula óssea, foi coletado e, então, as células foram 

ressuspendidas em 10 ml PBS pH 7.2 e centrifugadas a 461 g por 5 minutos, à 4°C. 

7.O sobrenadante foi desprezado e este processo repetido mais duas vezes, para a 

retirada total do Ficoll. Logo em seguida, as células foram ressuspendidas em 1 ml 

de PBS gelado estéril, pH 7.2, e contadas na câmara de Neubauer. Os tubos de 

Ependorf de 1 ml foram preparadas com 1x106 células diluídas em 300 microlitros 

(µl) de PBS gelado, pH 7.2. A suspensão final da FMMO foi adicionada à 

hidroxiapatita sintética e ao xenoenxerto. (Figuras 2,3) 
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Figura 1- Biomateriais instrumentais e medicamentos 

 

Legenda: 1 Alobone poros, 2 – Bio-Oss, 3-anestésico injetável a base de  
ketamina, 4 - sedativo, analgésico e relaxante muscular injetável, à  
base de cloridrato de xilazina, 5 - tesoura cirúrgica, 6 - espátula  
de Molt, 7 - cureta de alvéolo, 8 - placa de Petri com Bio – Oss,  
9 - seringas descartáveis, 10 - porta agulha, 11- lamina de bisturi 15 c. 

Fonte: O autor, 2020. 

 

 

Figura 2 - Isolamento das células mononucleares da medula óssea 

 

Legenda: A Retirada do fêmur e tíbia; B Dissecação de todo o músculo; C. Retirada das epífises e 
exposição do canal medular; D Centrifugação para obtenção do estroma celular; E 
Formação do anel de FMMO; F Biomaterial + FMMO no defeito ósseo crítico. 

Fonte: O autor, 2020. 
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Figura 3 – Fração Monononuclear Medular de Célula TroncoLegenda 

 
Legenda: 1- plasma plaquetas, 2 - células mononucleares, 3 - ficoll – histopaque, 4 -            

FMMO,granulócito- eritrócito, 6 - FMMO nos tubos Ependorf 300 µl. 

Fonte: o autor, 2020. 

 

 

Figura 4 - Sequência Cirúrgica 1 

 

Legenda: 1-antissepsia, 2 – tricotomia, 3 – incisão bilateral na região temporoparietal, - 4 incisões 
final. 

Fonte: o autor, 2020 
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Figura 5 - Sequência Cirúrgica 2 

 

Legenda:1 – descolamento do retalho de tecido mole com espessura total, 2 - demarcação do defeito            
ósseo com trefina de 8mm, 3 - descolamento do tecido ósseo, 4 - remoção do defeito 
ósseo crítico com exposição da dura máter. 

Fonte: o autor, 2020. 

 

 

Figura 6 - Sequência Cirúrgica 3 

 

Legenda: 1 – dura-máter, 2 - defeito ósseo, 3 – preenchimento do defeito ósseo com biomaterial, 4 -  
sutura. 

Fonte: o autor, 2020 
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Figura 7 - Peças descalcificadas 

 

Legenda: 1 - peças inteiras, 2 - remoção do palato, 3-4 remoção do sistema nervoso central e acesso       
aos defeitos ósseos por via anatômica caudal. 

Fonte: o autor, 2020. 

 

 

Figura 8 -  Defeitos ósseos críticos após a descalcificação por via anatômica caudal:   

 

Legenda: 1 – sentido antero posterior, 2 - sentido latero medial. 

Fonte: o autor, 2020. 
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Figura 9 – Processamento Histológico 

 

Legenda: 1 - Peças descalcificadas, 2 – Inclusão em Paraplast. 

Fonte: o autor, 2020. 

 

 

3.4 Análise de Imagens  

 

 

 As imagens dos cortes histológicos foram capturadas por intermédio do 

software Image Pro Plus 7.0 (Media Cibernéticas, EUA) acoplado a um sistema de 

videomicroscopia composto de um microscópio Olympus BX-50 e uma câmera 

Olympus DP-72 (Copyright OLYMPUS Corporation).Sendo definido previamente os 

parâmetros de luminosidade, balanço de branco para um aumento de 

aproximadamente 400x . Estas imagens obtidas, foram salvas em formato TIFF com 

12 Mega Pixels, o que tornou mais precisa a segmentação das estruturas de 

interesse (Figuras 10, 13, 16). Na análise realizada pelo tricrômico de Masson no 

defeito ósseo, coloração azul representam matriz colágena, e o azul mais compacto, 

onde as fibras colágenas apresentam se mais condensadas, sugere uma região 

onde a matriz óssea começa a ser secretada (Figuras11,12). Nas análises pelas 

técnicas de imunomarcação para o VEGF e Osteopontina, as áreas impregnadas 

pelo diaminobenzidina (DAB), aparecem com uma cor castanha, representam áreas 

de expressão de angiogênese e presença de atividade de formação da matriz óssea 



32 

 

respectivamente (Figuras 14, 15, 17, 18). Ainda na análise de imagens, cada animal 

foi representado por três cortes histológicos semi-seriados. Para cada corte foram 

selecionados três campos (Figuras 11,14,17), um central e dois periféricos 

Cada campo foi analisado com o uso de delimitadores de áreas de interesse, 

visando contornar artefatos histológicos que pudessem interferir na quantificação 

destas estruturas. A segmentação e quantificação foram feitas de modo interativo, 

possibilitando a correção de viés provocado por técnicas histológicas de coloração 

(Figuras12,15,18). Os dados numéricos obtidos representaram o percentual de área 

ocupada pela estrutura de interesse nas áreas-teste, sendo o resultado final de cada 

animal representado pela média dos três cortes. 

 

 

Figura 10 – Fotomicrografia: análise histomorfométrica do material corado com 

tricrômico de Masson. No defeito ósseo o azul identifica matriz colágena e o azul 

mais compacto, onde as fibras colágenas apresentam – se  mais condensadas.Barra 

de calibração com 50 µm. 

 

 

Fonte: o autor, 2020 
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Figura 11 - Fotomicrografia: seleção dos cortes corados com o tricrômico de 

Masson, com os delimitadores das áreas de interesse em verde. O azul identifica 

matriz colágena e o azul mais compacto, onde as fibras colágenas apresentam – se  

mais condensadas, região onde a matriz óssea começa a ser secretada. Barra de 

calibração com 50 µm 

 

Fonte: o autor, 2020 

 

Figura 12 Fotomicrografia: quantificação das áreas de interesse dos cortes corados 

com o tricrômico de Masson, as áreas marcadas em amarelo dentro dos 

delimitadores representam fibras colágenas mais condensadas,região onde a matriz 

óssea começa a ser secretada. Capturas e quantificação por intermédio do software 

Imagem Pro Plus 7.0. Barra de calibração com 50 µm. 

 

Fonte: o autor, 2020. 
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Figura 13 – Fotomicrografia do corte histológico marcado pela técnica da 

imunoperoxidase para VEGF. Metodologia de análise onde as áreas de cor castanha 

denotam expressão de VEGF. Barra de calibração com 50 µm. 

 

 

Fonte: o autor, 2020. 

Figura 14 - Fotomicrografia do corte histológico marcado pela técnica da 

imunoperoxidase para VEGF. delimitadores das áreas de interesse no defeito ósseo 

em verde as áreas de cor castanha no interior, representam áreas de expressão de 

VEGF.Barra de calibração com 50 µm. 

 

 

Fonte: o autor, 2020. 
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Figura 15- Fotomicrografia do corte histológico marcado pela técnica da 

imunoperoxidase para VEGF. Quantificação da área de interesse dos cortes 

imunomarcados. As áreas marcadas em verde dentro dos delimitadores, cor 

castanha, representam áreas de expressão de VEGF. Barra de calibração com 50 

µm.  

 

Fonte: o autor, 2020 

Figura 16 – Fotomicrografia do corte histológico marcado pela técnica da 

imunoperoxidase para Osteopontina. Áreas de cor castanha no defeito ósseo 

denotam presença de Osteopontina na formação da matriz óssea. Barra de 

calibração com 50 µm. 

 

Fonte: O autor, 2020 
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Figura 17 – Fotomicrogarfia do corte histológico da área de interresse marcado com 

a técnica da imunoperoxidase para Osteopontina. Delimitadores das áreas de 

interesse no defeito ósseo em verde. A cor castanha no interior dos delimitadores, 

representam áreas de presença de Osteopontina na formação da matriz óssea. 

Barra de calibração com 50 µm 

 

Fonte: O autor, 2020.  

 

Figura 18 - Fotomicrografia de cortes histológico com a técnica da imunoperoxidase 

para Osteopontina. Quantificação da área de interesse dos cortes imunomarcados. 

As áreas marcadas em verde dentro dos delimitadores, representam presença de 

Osteopontina na formação de matriz óssea.  

 

Fonte: O autor, 2020 
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3.5 Analise estatística 

 

 

A análise dos dados obtidos das imagens dos cortes histológicos corados 

com o tricrômico de Masson, e imunomarcados para VEGF e Osteopontina foram 

feitas com o auxílio do software Prism 6.0 (GraphPad Software, inc). Realizamos o 

teste de distribuição D'Agostino & Pearson omnibus para análise de distribuição em 

função do n pequeno. Para a comparação entre os grupos usamos o teste de 

Kruskal-Wallis com nível de significância de 5 % (P≤0,05) e pós teste de Dunn. Foi 

complementada com a comparação dos grupos em pares, através do teste de Mann-

Whitney com nível de significância de 5% (P≤0,05), onde foi considerado a 

modalidade de tratamento executada de acordo com os objetivos do trabalho. A 

hidroxiapatita sintética pura foi comparada com a hidroxiapatita bovina pura, e com a 

hidroxiapatita sintética enriquecida com a FMMO (o grupo 1 foi comparado com o 

grupo 2 e 3); a hidroxiapatita bovina pura foi comparada com a hidroxiapatita 

sintética pura e hidroxiapatita bovina enriquecida com a FMMO (grupo 2 comparado 

com o grupo 1 e 4 ); a hidroxiapatita sintética enriquecida com a FMMO foi 

comparada com a hidroxiapatita bovina enriquecida com a FMMO (grupo 3 

comparado com o grupo 4) e, o grupo controle foi comparado com todos os grupos: 

hidroxiapatita sintética pura, bovina pura, sintética enriquecida com a FMMO, e 

bovina enriquecida com a FMMO (grupo controle comprado com grupo 1,2,3,4).  

 

 

 

 

 

. 
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4- RESULTADOS 

 

 

Os resultados obtidos durante a elaboração deste trabalho foram demonstrados por 

análise estatísticas com representações através de gráficos e tabelas. Os dados de 

cada grupo foram representados graficamente no formato Boxplot usando como 

pontos de plotagem para cada grupo o menor valor encontrado, o quartil 25%, a 

mediana, o quartil 75% e o maior valor encontrado. Foi realizado uma prancha 

ilustrativa dos cortes histológicos dos grupos controle, 1, 2, 3 e 4 dos materiais 

corados com tricrômico de Masson e marcados pelas técnicas da imunoperoxidase 

para VEGF e Osteopontina com barra de calibração com 50 µm. representando um 

aumento de 400 x (Figura 19). 

 

 

4.1 Análise histomorfométrica do material corado com tricrômico de Masson 

 

 

 Na avaliação dos intergrupos com o teste de distribuição D'Agostino & 

Pearson omnibus em função do n pequeno. Para a comparação entre os grupos 

usamos o teste de Kruskal-Wallis com nível de significância de 5 % (P – Valor ≤ 

0,05) e pós teste de Dunn. Foi Observado não existir diferença significativa entre os 

grupos 1,2,3, e 4. Porém, existindo diferença significativa entre esses grupos e o 

grupo controle que não recebeu tratamento (Gráfico 1, Tabelas 1,2). Estas análise 

foram complementadas através da comparação dos grupos em pares, através do 

teste de Mann-Whitney com nível de significância de 5% (P- Valor≤ 0,05), onde foi 

considerado a modalidade de tratamento executada de acordo com os objetivos do 

trabalho, da seguinte forma: a hidroxiapatita sintética pura foi comprada com a 

hidroxiapatita bovina pura ( P – Valor = 0,6294), e com a com a hidroxiapatita 

sintética enriquecida com a FMMO (P- Valor = 0,3231) (o grupo 1 foi comparado 

com o grupo 2 e 3); a hidroxiapatita bovina pura foi comparada com a hidroxiapatita 

sintética pura (P- valor = 0,6294) e hidroxiapatita bovina enriquecida com a FMMO 

(0,4945) (grupo 2 comparado com o grupo 1 e 4 ); a hidroxiapatita sintética 

enriquecida com a FMMO foi comparada com a hidroxiapatita bovina enriquecida 
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com a FMMO (P- valor = 0,7023) (grupo 3 comparado com o grupo 4) e, o grupo 

controle foi comparado com todos os grupos: hidroxiapatita sintética pura, bovina 

pura, sintética enriquecida com a FMMO, e bovina enriquecida com a FMMO ( P – 

valor  <0,001) ( grupo controle comparado com grupo 1,2,3,4). (Gráfico 1 Tabela 3). 

 

 

4.2 Análise imunomarcação para VEGF 

 

 

 Na avaliação intergrupos com teste de distribuição D'Agostino & Pearson 

omnibus em função do n pequeno. Para a comparação entre os grupos usamos o 

teste de Kruskal-Wallis com nível de significância de 5 % (P – Valor ≤0,05) e pós 

teste de Dunn. Foi Observado não existir diferença significativa entre os grupos 

1,2,3, e 4. Porém, existindo diferença significativa entre esses grupos e o grupo 

controle que não recebeu tratamento (Gráfico 2 Tabelas 4,5). Estas análise foram 

complementadas através da comparação dos grupos em pares, através do teste de 

Mann-Whitney com nível de significância de 5% ( P- Valor ≤0,05), onde foi 

considerado a modalidade de tratamento executada de acordo com os objetivos do 

trabalho, da seguinte forma: a hidroxiapatita sintética pura foi comparada com a 

hidroxiapatita bovina pura ( P- Valor = 0,3754), e com a com a hidroxiapatita sintética 

enriquecida com a FMMO(P – Valor = 0,1930) (o grupo 1 foi comparado com o grupo 

2 e 3); a hidroxiapatita bovina pura foi comparada com a hidroxiapatita sintética pura 

( P- Valor=0,3754) e hidroxiapatita bovina enriquecida com  a FMMO ( P-Valor 

=0.4331) (grupo 2 comparado com o grupo 1 e 4 ); a hidroxiapatita sintética 

enriquecida com a FMMO foi comparada com a hidroxiapatita bovina enriquecida 

com a FMMO (P-Valor =0.8541) (grupo 3 comparado com o grupo 4) e, o grupo 

controle foi comparado com todos os grupos: hidroxiapatita sintética pura, bovina 

pura, sintética enriquecida com a FMMO, e bovina enriquecida com a FMMO (P – 

Valor < 0,001) (grupo controle comprado com grupo 1,2,3,4). (Gráfico 2, Tabela 6). 
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4.3 Análise imunomarcação para Osteopontina 

 

 

 Na avaliação intergrupos com teste de distribuição D'Agostino & Pearson 

omnibus em função do n pequeno. Para a comparação entre os grupos usamos o 

teste de Kruskal-Wallis com nível de significância de 5 % (P – valor ≤0,05) e pós 

teste de Dunn. Foi Observado não existir diferença significativa entre os grupos 

1,2,3, e 4, entretanto com diferença estatística significante entre grupo controle e os 

grupos 1 e 2, 3 e 4. (Grafico 3, Tabelas 7,8). Estas análise foram complementadas 

através da comparação dos grupos em pares, através do teste de Mann-Whitney 

com nível de significância de 5% (P- Valor ≤0,05), onde foi considerado a 

modalidade de tratamento executada de acordo com os objetivos do trabalho, da 

seguinte forma: a hidroxiapatita sintética pura foi comparada com a hidroxiapatita 

bovina pura ( P- Valor = 0,4945), e com a com a hidroxiapatita sintética enriquecida 

com a FMMO( P – Valor = 0,4331) (o grupo 1 foi comparado com o grupo 2 e 3); a 

hidroxiapatita bovina pura foi comparada com a hidroxiapatita sintética pura (P- 

Valor=0,4945) e hidroxiapatita bovina enriquecida com a FMMO ( P-Valor =0.2317) 

(grupo 2 comparado com o grupo 1 e 4 ); a hidroxiapatita sintética enriquecida com a 

FMMO foi comparada com a hidroxiapatita bovina enriquecida com a FMMO ( P-

Valor =0.1593) ( grupo 3 comparado com o grupo 4), e o grupo controle foi 

comparado com todos os demais grupos: hidroxiapatita sintética pura, bovina pura, 

sintética enriquecida com a FMMO, e bovina enriquecida com a FMMO (P – Valor < 

0,001) grupo controle comparado com grupo 1,2,3,4). (Gráfico 3, Tabela 9). 
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Gráfico 1- Formato Boxplot. Usando como pontos de plotagem para cada grupo o 

menor valor, o quartil 25%, a mediana, o quartil 75%, o maior valor.  Técnica de 

coloração do tricrômico de Masson pela análise do teste estatístico Kruskal – Wallis 

com pós teste de Dunn entre os grupos. 
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Fonte: o autor, 2020. 

 

 

Tabela 1 - Análise de resultados de todos os grupos, cortes corados com tricrômico 

de Masson – através do teste estatístico Kruskal – Wallis. 

Teste Kruskal-Wallis   

Tabela analisada                 % área 

Valor de P 0,0005 

Valor de P exato ou aproximado? aproximado 

Resumo do valor de P *** 

Diferença significativa. (P < 0.05) sim 

Número de grupos 5 

Kruskal-Wallis estatístico 19,85 

Resumos dos dados  

Número de grupos 5 

N total dos 5 grupos 40 

 

Fonte: o autor, 2020 
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Tabela 2 - Análise de resultados de todos os grupos, cortes corados com tricrômico 

de Masson – através do teste de comparações múltiplas de Dunn. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor, 2020.  

Tabela 3 -Análise de resultados em pares dos cortes corados com tricrômico de 

Masson, através do teste de Mann-Whitney com nível de significância de 5% (P- 

Valor ≤0,05), onde foi considerado a modalidade de tratamento executada. 

Teste de comparação entre 2 grupos 

Mann- Whitney Histomorfometria 

tricrômico de Masson 

Valor de 

P 

 

Controle vs. G1 <0,001 

Controle vs. G2 <0,001 

Controle vs. G3 <0,001 

Controle vs. G4 <0,001 

G1 vs. G2 0,6294 

G1 vs. G3 0,3231 

G2 vs. G4 0,4945 

G3 vs. G4 0,7023 

Teste de comparações múltiplas de DUNN –

histomorfometria - tricrômico de Masson 

Diferença significante  

  
Controle vs. G1 sim 

Controle vs. G2 sim 

Controle vs. G3 sim 

Controle vs. G4 sim 

G1 vs. G2 não 

G1 vs. G3 não 

G1 vs. G4 não 

G2 vs. G3 não 

G2 vs. G4 não 

G3 vs. G4 não 
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Fonte: o autor, 2020. 

 Gráfico 2- Formato Boxplot. Usando como pontos de plotagem para cada grupo o 

menor valor, o quartil 25%, a mediana, o quartil 75%, o maior valor. Técnica de 

imunomarcação VEGF analise do teste estatístico Kruskal – Wallis com pós teste de 

Dunn entre os grupos. 
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Fonte: o autor, 2020 

Tabela 4 - Análise de resultados dos cortes de todos os grupos imunomarcados com 

VEGF – através do teste estatístico Kruskal – Wallis. 

Teste Kruskal-Wallis   

Tabela analisada          % área 

Valor de P 0,0003 

Valor de P exato ou aproximado? aproximado 

Resumo do valor de P *** 

Diferença significativa. (P < 0.05) sim 

Número de grupos 5 

Kruskal-Wallis estatístico 29.92 

Resumos dos dados  

Número de grupos 5 

N total dos 5 grupos 40 

Fonte: o autor, 2020. 
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Tabela 5 - Análise de resultados de todos os grupos, cortes imunomarcados com 

VEGF – através do teste de comparações múltiplas de Dunn. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor, 2020. 

Tabela 6 - Análise de resultados em pares dos cortes imunomarcados com VEGF, 

através do teste de Mann-Whitney com nível de significância de 5% (P- Valor≤0,05), 

onde foi considerado a modalidade de tratamento executada. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 2020. 

Teste de comparações múltiplas de 

DUNN imuno-histoquímica –VEGF 

Diferença significante 

Controle vs. G1 sim 

Controle vs. G2 sim 

Controle vs. G3 sim 

Controle vs. G4 sim 

G1 vs. G2 não 

G1 vs. G3 não 

G1 vs. G4 não 

G2 vs. G3 não 

G2 vs. G4 não 

G3 vs. G4 não 

Teste de comparação entre 2 

grupos Mann- Whitney - VEGF 

Valor de 

P 

 

Controle vs. G1 <0,001 

Controle vs. G2 <0,001 

Controle vs. G3 <0,001 

Controle vs. G4 <0,001 

G1 vs. G2 0,3754 

G1 vs. G3 0,1930 

G2 vs. G4 0.4331 

G3 vs. G4 0.8541 
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Gráfico 3- Formato Boxplot. Usando como pontos de plotagem para cada grupo o 

menor valor, o quartil 25%, a mediana, o quartil 75%, o maior valor. Técnica de 

imunomarcação da Osteopontina pela análise do teste estatístico Kruskal – Wallis 

com pós teste de Dunn entre os grupos. 
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Fonte: O autor, 2020.  

Tabela 7 - Análise de resultados dos cortes de todos os grupos imunomarcados com 

Osteopontina, através do teste estatístico Kruskal – Wallis. 

Teste Kruskal-Wallis   

Tabela analisada          % área 

Valor de P 0,0004 

Valor de P exato ou aproximado? aproximado 

Resumo do valor de P *** 

Diferença signigificativa. (P < 0.05) sim 

Número de grupos 5 

Kruskal-Wallis estatístico 20,36 

Resumos dos dados  

Número de grupos 5 

N total dos 5 grupos 40 

  
Fonte: O autor, 2020 
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Tabela 8 - Análise de resultados de todos os grupos, cortes imunomarcados com 

Osteopontina através do teste estatístico de comparações múltiplas de Dunn. 

Teste de comparações 

múltiplas de DUNN – imuno-

histoquímica -Osteopontina 

Diferença significante 

Controle vs. G1 sim 

Controle vs. G2 sim 

Controle vs. G3 sim 

Controle vs. G4 sim 

G1 vs. G2 não 

G1vs. G3 não 

G1 vs. G4 não 

G2 vs. G3 não 

G2 vs. G4 não 

G3 vs. G4 não 

Fonte: O autor, 2020 

Tabela 9 - Análise de resultados cortes imunomarcados com Osteopontina, através 

do teste de comparação estatístico de Mann-Whitney com nível de significância de 

5% (P Valor ≤0,05), onde foi considerado a modalidade de tratamento executada. 

Teste de comparação entre 2 

grupos Mann- Whitney – imuno-

histoquímica   Osteopontina 

Valor de 

P 

 

Controle vs. G1 <0,001 

Controle vs. G2 <0,001 

Controle vs. G3 <0,001 

Controle vs. G4 <0,001 

G1 vs. G2 0,4945 

G1 vs. G3 0,4331 

G2 vs. G4 0.2317 

G3 vs. G4 0.1593 

Fonte: O autor, 2020. 
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Figura 19 – Fotomicrografia das análises dos grupos controle, 1, 2, 3 e 4 

histomorfometria do material corados com tricrômico de Masson e marcados pelas 

técnicas da imunoperoxidase para VEGF e Osteopontina. Barra de calibração com 

50 µm. 
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Fonte: o autor,2020 
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5 - DISCUSSÃO 

 

 

Os processos de osseointegração e osteocondução são influenciados por 

fatores físicos e químicos do material, que inclui o tamanho, a morfologia dos 

grânulos, a área de superfície e a relação cálcio/fósforo da sua composição.61 Estas 

caraterísticas físico-química dos biomateriais, que inclui porosidade, cristalinidade e 

tamanho da partícula, influenciam diretamente no comportamento biológico in vivo 

dos biomateriais após sua utilização.9,80,81 

A hidroxiapatita possui boa condutividade celular82 e permite uma boa 

estrutura para a rede de fibrina 83Essas características tornam a hidroxiapatita 

sintética e bovina alternativas clinicas ao enxerto ósseo autógeno, utilizados nas 

cirurgias de enxerto ósseo com excelentes respostas biológicas.75,82,84A 

hidroxiapatita é utilizada na reconstrução óssea guiada, juntamente com barreiras 

oclusivas, tela de titânio, membranas de colágeno, entre outras aplicações.85 A 

perfuração cortical do osso receptor, em adição com os substitutos ósseos 

sintéticos, pode melhorar a angiogênese e aumentar a quantidade de osso recém-

formado, principalmente nos estágios iniciais da cicatrização óssea. 86 

O uso de biomateriais compostos com HA / beta-TCP induziu maior formação 

óssea cortical do que outros biomateriais utilizados como enxerto. A explicação é 

que a rápida reabsorção do beta-TCP promove melhor vascularização e induz uma 

formação óssea mais medular. Por outro lado, a baixa reabsorção da hidroxiapatita 

confere à área regenerada a dureza necessária para a formação óssea mais 

cortical.87,88 

A propriedade osteoindutora do ß-TCP recentemente foi relatada em 

ressecção fibular em humanos após 3 meses de cirurgia, porém existem várias 

limitações a este estudo, como o n pequeno, o estudo incluir pacientes com apenas 

acompanhamento de curto prazo, e não ter o grupo controle.15 O uso de materiais 

osteoindutores, isto é, materiais capazes de direcionar células-tronco mesenquimais 

para a linhagem osteogênica foi demonstrado pela primeira vez, e a osteoindução 

intrínseca, é o resultado da depleção de cálcio e ou fosfato, explicando assim por 

que não apenas a composição do material (superfície), mas também o volume e  
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sua arquitetura (por exemplo, porosidade, tamanho do poro) desempenham um 

papel decisivo neste processo.16 

Comparando a regeneração de defeitos ósseos críticos em calvaria de 

ratos Sprague Dawley, utilizando xenoenxerto e hidroxiapatita sintética, ambos 

puros, foi demonstrado não haver diferença estatística entre ambos na 

neoformação óssea. 43  

O mesmo foi observado em nosso estudo, onde resultado do grupo 1 

regenerado com hidroxiapatita sintética (Alobone poros Osseocon Biomateriais 

Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil), e do grupo 2 regenerados com hidroxiapatita 

bovina, Bio-Oss Small (Bio-Oss® Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça), não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa na avaliação 

histomorfométrica (tricrômico de Masson) e imunomarcação (VEGF e 

Osteopontina).  

Corroborando com o nosso estudo, foi verificado na pesquisa em alvéolos 

dentários de coelhos, respostas teciduais semelhantes para os dois biomateriais 

estudados, 69 assim como no estudo clinico randomizado RTC com desenho de 

boca dividida, em humanos, comparando uma nano hidroxiapatita sinterizada 

pura (NHA) e osso bovino inorgânico (ABB), onde não houve diferença 

estatisticamente significante.89 

Em estudo em calvaria de coelhos comparando hidroxiapatita pura e osso 

xenógeno puro e associado a rhBMP-2 ambos os materiais de substituição óssea 

(HA / SiO e DBBM) apresentaram uma quantidade semelhante de formação 

óssea ao longo de 8 semanas, tendo como principal diferença a adição de 

rhBMP-2, que pode oferecer benefícios adicionais em termos de osso 

neoformado. As diferenças derivam principalmente do fato de que o HA / SiO 

parece degradar mais rapidamente com uma taxa de rotatividade mais alta, 

deixando assim espaço para um pouco mais de formação óssea, enquanto o 

DBBM parece degradar em uma taxa mais lenta.39 Outros estudos corroboram os 

mesmos resultados relativos ao maior percentual de material residual do enxerto 

xenógeno.38,47 Resultados promissores em nivel de formação óssea foi 

apresentado em uma cerâmica óssea, (Straumann®) totalmente aloplástica,38 

assim como, o uso de “bloco de dentina”, que não apresentaram reações 
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teciduais no hospedeiro, com uma taxa favorável de reabsorção e formação 

óssea. 40 

Dentre as técnicas de terapia celular, tais como o aspirado da medula óssea 

(BMA), o aspirado concentrado de medula óssea (BMAC), concentrado da fração 

mononuclear da medula óssea (FMMO) e a cultura de células tronco mesenquimais 

da medula óssea. A mais simples de ser realizada é o aspirado da medula 

óssea,90,91porém parece ficar aquém das técnicas que envolvam algum tipo de 

processamento da medula óssea.8,18 

Um estudo de boca dividida, em ensaio clinico randomizado,(RTC) o aspirado 

de medula óssea tibial não concentrado BMA associado ao xenoenxerto (Bio-Oss®; 

Geistlich Pharma) e o xenoenxerto puro(Bio-Oss®; Geistlich Pharma) ou associado 

ao aspirado concentrado da medula óssea BMAC, em seios maxilares, concluiu que 

tanto BMA quanto o BMAC não mostraram ter um impacto evidente na redução de 

volume, necessitando sempre de mais biomaterial para compensar essa perda de 

volume.51 Na avaliação da neoformação óssea precoce com o uso de enxertos 

xenógenos no seio maxilar, associados ou não ao aspirado de medula óssea 

concentrado BMAC em humanos, não houve diferença estatística entre os grupos, 

com nenhum impacto positivo do BMAC, na neoformação óssea associado ao 

enxerto osso xenógeno.
49

 Porém, resultados diferentes advogando o uso de 

concentrado de aspirado de medula óssea BMAC em combinação com mineral 

ósseo bovino BBM, mostraram uma alternativa similar ao osso autógeno,52 

alcançando melhores resultados clínicos na reabilitação com implantes.67 

Comparando métodos como o da obtenção de fração mononuclear por 

intermédio do método Ficoll – Histopaque, e do aspirado concentrado de medula 

óssea pelo método que aplica BMAC, associados a um biomaterial de origem bovina 

a diferença entre os grupos não foi estatisticamente significante, sugerindo que o 

sistema BMAC é efetivo, e um método mais prático para a aplicação clínica do que o 

Ficoll.47 Resultados semelhantes foram observados no estudo de boca dividida. no 

qual o aumento do seio com o uso do método BMAC foi comparado com o método 

convencional, que envolve a mistura de biomateriais com osso autólogo. 92Porém 

em estudo de regeneração óssea realizado, com defeitos ósseos críticos bilaterais 

constatou- se que o uso da fração mononuclear da medula óssea FMMO associado 

à biomaterial xenógeno mostrou resultado positivo de porcentagem óssea 
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neoformada, e quando comparado ao biomaterial sozinho, apresentou 

aproximadamente metade de formação óssea verificada no osso autógeno,18 sendo 

comparada ao potencial osteogênico das células tronco mesenquimais (CTMs) 

derivadas da medula purificada, apesar da FMMO conter inicialmente muito menos 

células progenitoras de origem mesenquimal. Estes resultados sugerem novas 

abordagens para o tratamento de defeitos ósseos, e em particular nos casos em que 

uma vascularização robusta é necessária para promover a cicatrização.93  

Em nosso trabalho utilizamos a FMMO nos grupos 3 e 4, onde 

respectivamente a hidroxiapatita sintética (Alobone poros Osseocon Biomateriais 

Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil), e a hidroxiapatita bovina, Bio-Oss Small (Bio-Oss® 

Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça) foram enriquecidas com a FMMO. Ambos 

os grupos não apresentaram diferença estatisticamente significativa na avaliação 

histomorfométrica (dos cortes corados com tricrômico de Masson) e imunomarcados 

(VEGF e Osteopontina), tanto entre eles, quanto comparada com o uso de 

biomateriais puros, usados nos grupos 1 e 2.  

Em relação ao tecido adiposo, um estudo pioneiro em humanos usando 

preparações de células-tronco adiposas autólogas recém-isoladas (a fração vascular 

estromal [SVF] do tecido adiposo) aplicada em um procedimento cirúrgico de uma 

etapa, na cirurgia de levantamento de seio maxilar, com uma cerâmica de fosfato de 

cálcio (CaP) demonstrou um efeito adicional positivo,58 assim como defeitos tratados 

com células-tronco derivadas de tecido adiposo (ADSCs) mostraram um aumento 

significante na área de regeneração óssea após 3 meses de cicatrização.60 Porém, 

na comparação entre a capacidade de formação óssea rápida de células-tronco 

derivadas do tecido adiposo (ADMSCs) e células-tronco da medula óssea (BMSCs), 

a BMSCs promoveu rápida e melhor regeneração óssea durante toda ao período de 

observação.94 Mostrando ainda, que múltiplas inoculações de BMSCs em 

arcabouços de beta tricálcio fosfato (B-TCP) com chitosan aumentariam a formação 

e reconstrução de novo osso, com uma eficácia maior, do que a inoculação única, e 

a viabilidade celular também foi maior quando foi inoculado três vezes. Além disso, 

uma única inoculação com alta dose de células gera uma grande perda dessas 

células.24 
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O plasma rico em plaquetas (PRP) com a aplicação local na regeneração 

óssea em defeitos cranianos em coelhos, mostrou melhoras significativamente da 

cicatrização em 4 semanas.95 Quando associado com o osso bovino também 

mostrou possuir resultados favoráveis na regeneração óssea de defeitos críticos 

comparado com o coágulo.96 

 A associação da CTMs com PRF mostrou resultados favoráveis. O PRF, 

devido à sua rica rede de fibrina e ao conteúdo de fatores de crescimento, é capaz 

de fornecer suporte e nutrição para o crescimento, proliferação e diferenciação de 

CTMs e, assim, aumentar significativamente a capacidade osteogênica da CTM in 

vitro e in vivo.97 O mesmo foi observado com fator de crescimento concentrado 

(CGF), um biomaterial rico em leucócitos e rico em plaquetas (L-PRF), denominado '' 

concentrado de plaquetas de segunda, e um extrato de CGF, combinado com 

células tronco da medula óssea (CTMs), promoveram a proliferação, maturação 

osteogênica e mineralização de células-tronco mesenquimais in vitro, e a terapia 

combinada com CGF e CTMs, surtiu excelente cicatrização de defeitos ósseos de 

tamanho crítico in vivo.22 Porém, em recente metánalise onde foi avaliada as 

evidencias da utilização da engenharia tecidual com o uso de CTMs, foi rejeitada a 

hipótese em termos de resultados histomormométrico, de ganhos ósseos e redução 

nas perdas de implantes na maxila atrófica.98 

Até o momento, não há consenso sobre a melhor metodologia para o uso das 

células tronco mesenquimais CTMs. Embora as culturas celulares possam aumentar 

o número de células osteogênicas, não foi observado o aumento do potencial 

osteogênico ao usar a técnica de cultura de células em comparação à medula óssea 

fresca.99,100 A cultura de células-tronco tem muito mais desvantagens, em 

comparação com a fração mononuclear ou medula óssea fresca. Essas deficiências 

incluem: custo, tempo necessário entre a colheita e o transplante, risco de 

contaminação e falta de concordância em relação ao número de células 

necessárias.101 Além de intercorrência relativa ao potencial de crescimento ósseo 

descontrolado, com obstrução dos forames, fusões vertebrais e compressão de 

raízes dos nervos, com o aumento do risco de complicações e eventos adversos 

para pacientes que a recebem, em cirurgias de coluna. Esse risco de eventos 

adversos associados ao rhBMP-2 é de 10 a 50 vezes as estimativas originais 

relatadas nas publicações revisadas por pares patrocinadas pela indústria.102 
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CONCLUSÃO 

Com os limites deste estudo, tanto a hidroxiapatita sintética quanto a hidroxiapatita 

bovina enriquecidas com fração mononuclear da medula óssea, demonstraram não 

influenciar a regeneração de defeitos ósseos críticos quando comparados ao uso 

desses biomateriais isoladamente. No entanto, outros estudos devem ser realizados 

para confirmar esses resultados. 
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ANEXO – Parecer consubstanciado do Comitê de Ética. 

 

  

 

 


