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RESUMO 

ESPER, HR. Estudo comparativo do Biogran® e Endobon® associados a 

implantes com defeitos periimplantares. [Tese]. Araçatuba: Universidade 

Estadual Paulista; 2015 

Introdução: A utilização de biomateriais em reconstruções para implantodontia tem 

sido amplamente discutida nos últimos anos. Proposição: O objetivo deste trabalho 

foi analisar o comportamento biológico do vidro bioativo (Biogran®) e do osso 

bovino (Endobon®) durante o processo de osseointegração associados a implantes 

com defeitos periimplantares em tíbias de rato. Material e método: Foram 

instalados 75 implantes na tíbia esquerda de 75 ratos Wistar machos. Os implantes 

foram divididos em três grupos experimentais. No Grupo 1 (Controle) foi provocado 

um defeito periimplantar monocortical circular e os implantes foram inseridos e 

deixados apenas com coágulo. No Grupo 2 os implantes foram inseridos com o 

mesmo defeito ósseo e o espaço preenchido com Biogran® e no Grupo 3 o espaço 

entre osso e implante foi preenchido com Endobon®. Os animais foram submetidos 

à eutanásia aos 14 e 42 dias e realizaram-se as análises histológica, histométrica 

(porcentagem de extensão linear de contato osso-implante - BIC e área óssea - BA), 

imunoistoquímica (expressão das proteínas osteocalcina - OC e osteopontina - 

OPN) e biomecânica (torque reverso). Resultados: Histologicamente todos os 

implantes encontraram-se osseointegrados. Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes nos valores de torque reverso (p> 0,05) aos 42 dias.  

Para BIC, aos 14 dias foi de 8,29; 15,04; e 16,20%, para os grupos 1, 2 e 3, 

respectivamente. Aos 42 dias, os valores médios de BIC foram 30,84; 33,13; e 

13,93% para os mesmos grupos, demonstrando que não houveram diferenças 
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estatísticas entre grupos, porém com respostas diferentes entre períodos. Para a 

quantificação de formação óssea por área (BA), a resposta entre grupos difere. A 

resposta da BA média do Grupo 1 (18,75%) não difere da resposta média do Grupo 

3 (21,62%). Porém, difere do Grupo 2 (34,73%). Os resultados imunoistoquímicos 

foram analisados por Análise Qualitativa Ordinal, que demonstraram escores de 

moderados a intensos, para os três grupos aos 14 e 42 dias para OC e OPN. 

Conclusão: A osseointegração pode ocorrer mesmo na presença de defeitos 

ósseos periimplantares circulares. Os defeitos ósseos periimplantares não-críticos 

podem ser reparados apenas com coágulo, porém a presença do Biogran® 

demonstrou melhores resultados com relação a formação óssea por área (BA) neste 

modelo experimental. 

 

Palavras-chave: Implantes dentários, transplante ósseo, materiais biocompatíveis. 
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ABSTRACT 

ESPER, HR. Comparative study of Biogran® Endobon® associated with implants 

with periimplant defects. [Thesis]. Araçatuba: São Paulo University; 2015 

Introduction: The use of biomaterials in reconstructions for dental implants has been 

widely discussed in recent years. Proposition: The aim of this work was to analize the 

biological behavior of the bioactive glass (Biogran®) and bovine bone (Endobon®) 

during the osseointegration process associated with implants with peri-implant defects in 

rat tibia. Material and Methods: 75 implants were installed in the left tibia of 75 male 

Wistar rats. The implants were divided into three experimental groups. In Group 1 

(Control) was caused monocortical circular peri-implant defect and the implants were 

inserted and left only with clot. In Group 2 implants were inserted with the same bone 

defect and the space filled with Biogran® and in Group 3 the space between bone and 

implant was filled with Endobon®. The animals were euthanized at 14 and 42 days and 

there were the histological analysis, histometric (percentage of linear extension bone-

implant contact - BIC and bone area - BA), immunohistochemistry (expression of the 

proteins osteocalcin - OC and osteopontin - OPN) and biomechanics (reverse torque). 

Results: Histologically all implants were osseointegrated. No statistically significant 

differences were observed in the values of reverse torque (p> 0.05) at 42 days. For BIC, 

at 14 days was 8.29; 15.04; and 16.20% for the groups 1, 2 and 3, respectively. After 42 

days, the BIC values were 30.84; 33.13; and 13.93% for the same groups, 

demonstrating that there were no statistical differences between groups, but with 

different responses between periods. For the quantification of bone formation per area 

(BA), the response differs between groups. The average BA response in Group 1 

(18.75%) did not differ from the average Group 3 response (21.62%). However, different 
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from Group 2 (34.73%). The immunohistochemical results were analyzed by Qualitative 

Ordinal Analysis, which showed scores moderate to severe for the three groups at 14 

and 42 days for OC and OPN. Conclusion: The osseointegration can occur even in the 

presence of circular peri-implant bone defects. Non-critical peri-implant bone defects 

can be repaired only with clot, but the presence of Biogran® showed better results with 

respect to bone formation per area (BA) in this experimental model. 

 

Key-words: Dental Implants, Bone transplantation, Biocompatible materials. 
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1. INTRODUÇÃO 

O conceito definido de osseointegração consiste na conexão direta estrutural 

e funcional entre o tecido ósseo normal viável e o implante em função.1 

Microscopicamente representa o contato direto entre o tecido ósseo e a superfície 

do implante, sem a interposição de tecido mole. Achados de microscopia eletrônica 

revelam que existe uma fina camada de fibras colágenas organizadas entre o tecido 

ósseo a superfície do titânio.2 Os conceitos atuais revelam que a osseointegração 

vai existir quando ocorrer a fixação do implante de forma que ele permaneça imóvel 

e assintomático clinicamente após a incidência de carga mastigatória.3 Segundo os 

autores que iniciaram os estudos na implantodontia, os fatores que determinam a 

osseointegração podem ser a biocompatibilidade do material, o desenho do 

implante, o tipo de superfície, a qualidade do leito receptor, a realização de técnica 

cirúrgica criteriosa e a ausência de forças durante o período pós-operatório.3-5 

Dois diferentes padrões de formação óssea foram descritos.6-7 A 

osteogênese de contato que implica em formação óssea em contato direto com a 

superfície do implante, e a osteogênese à distância, que implica na formação óssea 

à partir das superfícies do leito ósseo remanescente. 

Outro conceito determinante na osseointegração é a estabilidade primária, 

buscada após o procedimento da instalação dos implantes. Altos índices de 

fracasso e perda de implantes têm sido atribuídos a achados associados a 

implantes em osso de qualidade ruim e consequentemente com estabilidade 

primária diminuída.8-10  

Um leito ósseo em condições ideais para implante muitas vezes não é 

encontrado na clínica. A instalação de implantes osseointegrados em alvéolos após a 
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extração dental imediata, ou ainda, em áreas de qualidade e quantidade óssea 

deficientes como deiscências, fenestrações, defeitos verticais e periimplantares, 

constituem a grande parcela das condições clínicas encontradas no momento da 

avaliação e reabilitação oral do paciente.11,12 Situações como a sobrefresagem 

também levam cirurgiões dentistas a buscarem soluções para a falta de estabilidade 

primária do implante.13  

Diante destas situações, houve a necessidade de avanços no campo das 

reconstruções, no sentido de preparar ou otimizar o leito receptor. Os métodos 

existentes para aumentos ósseos dos rebordos alveolares antes ou durante a 

instalação de implantes dentários podem ser variados: os enxertos autógenos, 

xenógenos ou aloplásticos; os fatores de crescimento; a regeneração óssea guiada; 

a distração osteogênica; e a combinação entre as técnicas.8 

O enxerto xenógeno é obtido de outra espécie animal, geralmente de origem 

bovina, e tem sido amplamente utilizado em Implantodontia.  A sua preparação 

envolve procedimentos de desmineralização, congelamento e secagem. Pode ser 

utilizado puro ou associado aos enxertos autógenos.14 O Endobon® é um exemplo 

de material xenógeno, é um osso desproteinizado de origem bovina. O osso bovino 

é muito similar ao osso humano e preenche várias das propriedades ideais para 

reconstrução óssea. Já foi bem pesquisado e é bem tolerado pelo corpo com uma 

substituição lenta, permitindo manutenção do volume a longo prazo.15 

Dentre os materiais aloplásticos, uma das opções é constituída de sílica 

como o Biogran®, que seus grânulos atuam como carreadores para fatores de 

crescimento ou na promoção de células de formação óssea. Como são 

completamente sintéticos, não há área doadora, limitação da quantidade e sem 

risco de transmissão de doenças. O processo de fabricação controla o tamanho das 
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partículas, os espaços entre elas e sua consistência para se aproximar ao aspecto 

do osso natural.16  Os vidros bioativos têm se destacado como osteocondutores, são 

materiais com propriedades superiores à hidroxiapatita e validados pela interação 

da interface entre a superfície do implante e o tecidos adjacentes.17-19 Além disso, 

foi demonstrado serem de fácil manipulação, atuarem como e hemostático, além de 

mais estáveis em um local de sangramento do que a hidroxiapatita. Eles têm a 

característica peculiar a sílica na sua composição, tornando-os altamente bioativos. 

São estruturalmente reativos quando em contato com fluídos dos tecidos, através de 

uma série de reações químicas e favorecendo a reabsorção e a formação de novo 

tecido ósseo.20-25 

A interface implante/enxerto ósseo constitui uma situação de reparo 

complexa, pois envolve a revascularização, a incorporação do enxerto e a 

integração dos implantes.26 A associação de biomateriais aos implantes vem sendo 

estudada nos últimos anos, especialmente em defeitos pós-exodônticos e 

fenestrações ósseas.27,28 Alternativas para lidar com a sobrefresagem, porém, ainda 

foi pouco estudada.13 A utilização dos biomateriais pode reduzir micromovimentos 

na área cirúrgica, prevenindo a formação de tecido fibroso ao redor do implante, o 

que causa um deslocamento da interface osso/implante, evitando assim, o fracasso 

da implante.29,30 

 Dentro desse contexto, a utilização de enxertos e biomateriais em 

implantodontia, principalmente em casos onde o leito receptor do implante 

apresenta quantidade e qualidade óssea inadequadas, se torna importante.  
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2. PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste estudo foi analisar o comportamento biológico do vidro 

bioativo (Biogran®) e do osso bovino (Endobon®) durante o processo de 

osseointegração associados a implantes com defeitos periimplantares monocorticais 

em tíbias de rato. Foram realizadas as análises histológica, histométrica, 

imunoistoquímica e biomecânica. 
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3. MATERIAL E MÉTODO 

Previamente à sua realização, a metodologia empregada no trabalho foi 

submetida ao Comitê de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – UNESP. Protocolo 2012-01109 (Anexo A) 

Neste estudo foram utilizados 75 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, 

variedade Wistar) com peso corporal variando entre 250 a 300 gramas. Os animais 

foram alimentados com ração sólida triturada (Ração Ativada Produtor, Clayton S. A.) 

durante todo o experimento e água à vontade, exceto no período das 12 horas 

antecedentes ao ato cirúrgico.  

Implantes 

Neste estudo foram utilizados 75 implantes de conexão interna e módulo de 

inserção quadrado, confeccionados para a região tibiana do rato, com dimensão de 

2mm de diâmetro e 7mm de comprimento. Todos apresentavam as mesmas 

características, titânio grau 4 e superfície tratada com duplo ataque ácido. 

(IMPLALIFE Biotecnologia, Jales, São Paulo, Brasil) 

Biomateriais usados no preenchimento 

Biogran®  

 Material aloplástico composto por vidro bioativo com tamanho de partícula de 

aproximadamente 300 a 350 µm (Biomet 3i, Palm Beach Gardens, Flórida, USA). 
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Endobon® 

 É uma hidroxiapatita cerâmica derivado de osso bovino esponjoso numa 

forma granulação de 500-1000 µm, totalmente desproteinado por uma alta 

temperatura. (Biomet 3i, Palm Beach Gardens, Flórida, USA). 

Cirurgia experimental e descrição dos grupos 

Os animais foram anestesiados via intramuscular com Cloridrato de Xilazina 

(Anasedan AgriBrands Ltda), na dosagem de 0,6mg/100g de peso corporal, para 

promover um relaxamento muscular. Na seqüência, com Cloridrato de Ketamina 

(Dopalen AgriBrands Ltda), na dosagem de 0,7mg/100g de peso corporal, para a 

obtenção do efeito anestésico. Após anestesia foi realizada a tricotomia na porção 

medial da tíbia direita e esquerda, anti-sepsia com solução tópica de 

polivinilpirrolidona- Iodo (Riodeine. – Ind. Farmac. Rioquímica Ltda) e incisão com 

uma lâmina de bisturi número 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japão) de 

aproximadamente 25 mm de comprimento. O tecido foi divulsionado em espessura 

total, afastado por meio de descoladores de periósteo para expor a porção óssea e 

os animais foram divididos em 3 grupos experimentais com 25 animais por grupo, 

dos quais 7 animais foram utilizados para análise histométrica aos 14 e 42 dias, 4 

foram utilizados para análise histológica e imunoistoquímica também aos 14 e 42 

dias e 3 foram separados para análise biomecânica, apenas aos 42 dias. 

Grupo 1 - Implante instalado com defeito e preenchido com coágulo: As 

cavidades foram feitas na sequência de brocas lança nas 2 corticais e broca 3mm 

na cortical superior da tíbia esquerda. Foram preenchidas apenas com coágulo e o 
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implante inserido imediatamente, sem buscar estabilidade primária dos mesmos 

(figura 1). 

Grupo 2 – Implante instalado com defeito e preenchido com Biogran®: As 

cavidades foram feitas na sequência de brocas do grupo 1. Foram completamente 

preenchidas com o biomaterial e o implante inserido imediatamente.  

Grupo 3 – Implante instalado com defeito e preenchido com Endobon®:As 

cavidades foram feitas na mesma sequência de brocas do grupo 1. As cavidades 

foram completamente preenchidas com o biomaterial e o implante inserido 

imediatamente.  

Na seqüência os tecidos foram suturados em planos, empregando-se fio 

reabsorvível (Poliglactina 910 – Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., São José dos 

Campos, Brasil), com pontos contínuos no plano profundo e com fio monofilamentar 

(Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, São José dos Campos, Brasil) com pontos 

interrompidos no plano mais externo. 

Após os procedimentos cirúrgicos os animais receberam injeção 

intramuscular de 20.000 U.I. de Penicilina G benzatina (Fontoura Wyeth S. A. 

Indústrias Farmacêuticas, São Bernardo do Campo, SP, Brasil) e Dipirona Sódica 

(1mg/Kg/dia, Ariston Indústrias Químicas e Farmacêuticas Ltda, São Paulo, Brasil) 

em dose única.  
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Figura 1 - Esquema demonstrando a instalação dos implantes nos 3 grupos 

experimentais. 

Eutanásia e preparo das amostras para análise microscópica 

 No período de 14 dias, 11 animais de cada grupo foram submetidos à 

eutanásia e para os 42 dias, mais 14 animais, por meio de superdosagem 

anestésica. As metáfises das tíbias foram removidas e suas margens reduzidas a 

aproximadamente 1 cm e fixadas em solução de fomalina tamponada 10%  

(Reagentes Analíticos; Dental Dinâmica Ltda, Catanduva, Brasil) por 48 horas e 

lavadas em água corrente por 24 horas. 
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3.1. ANÁLISE HISTOLÓGICA 

Foram utilizadas 4 tíbias para cada grupo e para cada período. As amostras 

foram fixadas em formalina, descalcificadas em Ácido Etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA, 18%) por 5 semanas, os implantes foram removidos e, em seguida, foram 

desidratadas em sequência de alcoóis e diafanizadas. As peças foram mergulhas em 

xilol e incluídas em parafina separadamente e receberam cortes de 5µm de 

espessura. Os cortes foram montados em lâminas histológicas e corados pelas 

técnicas de Hematoxilina e Eosina (H.E.).  

As imagens obtidas dos cortes semi seriados foram analisadas em 

microscópio óptico (Jenamed 2 Histology, Carl Zeiss, Jena/Alemanha) e capturadas 

por meio de uma câmera fotográfica digital (sistema Axiocam ICcl, Carl Zeiss 

Microimaging) acoplada ao microscópio e ao computador Itautec 

infowayST43443329 DC, monitor LG®E2355V, 800x600 dpi. A captura das imagens 

foi feita através do aplicativo Axio Vision Release 4.8.2 SPI (12-2011), Carl Zeis, 

Alemanha).  Buscou-se identificar as características do reparo ósseo e a qualidade 

da osseointegração em cada grupo experimental nos períodos de 14 e 42 dias. 

3.2. ANÁLISE HISTOMÉTRICA 

Após a fixação em formaldeído, as tíbias de 7 animais de cada grupo no 

período de 14 e 42 dias também foram lavadas e submetidas a uma sequência de 

concentrações crescentes de alcoóis com troca de solução a cada 24 horas seguido 

de banho de acetona por 24 horas. Logo após, foram imersas resina 

fotopolimerizável (Technovit 7200 VLC; Exakt Advanced Technologies GmbH, 

Norderstedt, Germany). Após obtenção dos blocos em resina acrílica, os espécimes 
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foram submetidos a cortes semi precisos utilizando uma serra (Exakt Advanced 

Technologies) e submetidos a um polidor automático (Exakt Advanced 

Technologies) com lixas de diferentes graduações e obtidos assim os cortes com 

espessura média de 70um. As lâminas foram coradas usando Stevenel’s Blue + 

Fucsina Ácida. As imagens foram capturadas e analisadas pelo software Image J 

(Processing Software and Image Analysis. Ontario, ON, Canada) (ANEXO 

C). Foram feitas análises de extensão linear de contato osso-implante (BIC), 

medindo-se o perímetro (valores convertidos em %) das regiões de segunda e 

terceira espiras dos dois lados do implante, padronizados para todos os grupos (fig. 

2). Também foram analisadas as porcentagens de formação óssea por área (BA), 

padronizando se a área óssea dentro do espaço triangular entre as duas espiras de 

cada lado selecionadas para BIC (Anexo C). 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 2 - Regiões de segunda e terceira espiras padronizadas para cálculo de BIC 

e BA. AS/FA, (A) aumento de 10X e (B) e (C) 250X. 

A B C 
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3.2.1. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

O efeito entre tratamentos, entre períodos e a interação entre grupo e período 

foi medido por Análise de Variância Univariada composta de um modelo fatorial 

completo, enquanto que a diferença entre as médias dos referidos efeitos foram 

avaliadas pelo Teste de Comparações Múltiplas de Médias de Tukey (α=5%).  

  

3.3. ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

Foram utilizadas 4 tíbias de cada grupo e de cada período. Foi realizada a 

inibição da atividade da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio, a 

recuperação antigênica com o tampão citrato por 20 minutos e o bloqueio das 

reações inespecíficas com leite desnatado e albumina bovina durante as 

incubações dos anticorpos. 

Foram utilizados anticorpos primários contra as proteínas Osteopontina 

(OPN) e Osteocalcina (OC) (Santa Cruz Biotechnology), com o objetivo de se obter 

marcações para análise qualitativa que representariam a expressão dessas 

proteínas caracterizando neoformação e mineralização óssea nos diferentes 

períodos e grupos estudados. Utilizou-se anticorpo secundário biotinilado (Pierce 

Biotechnology), o amplificador Stretavidina Biotina (DAKO) e a diaminobenzidina 

(Dako) como cromógeno. Ao término das reações foi realizada a contra-coloração 

dos cortes com Hematoxilina de Harris. 

Para a análise foi utilizado um microscópio óptico com objetiva de aumento 

16 e 25X Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a 

uma câmera de captura de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems, 
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Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador com um software 

analisador de imagens digitalizadas (Leica Câmera Software Box, Leica Imaging 

Manager -IM50 Demo Software). Duas imagens foram obtidas de cada lâmina para 

análise: A região cortical superior do implante e a região medular. Para efeito 

comparativo da intensidade das imunomarcações entre os grupos experimentais, 

foi criado um escore onde as imunomarcações foram classificadas em uma escala 

de 4 graus (ausente – 0, leve -1, moderada-2 e intensa-3), caracterizando uma 

Análise Qualitativa Ordinal. 

 

3.4. TESTE BIOMECÂNICO 

Em todos os grupos experimentais, apenas no tempo pós-operatório de 42 

dias foi feita a análise biomecânica por meio do torque reverso dos implantes 

previamente à eutanásia dos mesmos. Foram utilizados 3 animais de cada grupo. 

Os animais foram anestesiados segundo protocolo descrito anteriormente e foi 

realizada uma nova incisão na porção medial das tíbias para a exposição dos 

implantes. As chaves intermediárias foram adaptadas nos implantes e em seguida, 

foi aplicada a força de torque reverso para a remoção dos implantes. O teste foi 

realizado aumentando-se o torque reverso até a rotação do implante no interior do 

tecido ósseo, rompendo completamente a interface osso/implante, momento este 

em que o torquímetro (Analogic Torque Meter, 15-BTG, Tohnichi, Tokyo, Japan) 

com escala graduada de 3 N.cm à 24 N.cm, registrou a força necessária para este 

rompimento. 
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3.4.1. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os dados foram submetidos à análise de variância para um delineamento 

inteiramente ao acaso, com 3 tratamentos e 3 

repetições, e nível de significância de 5%. Nas comparações múltiplas das 

médias, utilizou-se o teste de Tukey (nivel de significância = 0,05). Para 

essas análises foi utilizado o procedimento General Linear Models (GLM) do 

programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary. NC, USA). 
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4. RESULTADOS 

4.1. DESCRIÇÃO HISTOLÓGICA – H.E. 

14 dias  

Aos 14 dias notou-se neoformação óssea medular leve, com fina camada 

óssea na interface medula-implante no grupo controle (seta preta – Fig. 3A) e mais 

espessa nos grupos tratados. Verificou-se a presença do biomaterial (setas 

vermelhas – Fig. 3B e 3C) nos grupos tratados e trabéculas ósseas neoformadas ao 

redor das partículas de biomaterial. Na região cortical observa-se nerformação 

óssea cortical leve, em atividade osteogênica e remodelação. Não se verifica fibrose 

nos grupos Controle e no Endobon®. No Biogran® observou-se fibrose leve, focal, 

discreta, não significativa. Nenhum dos grupos apresentou reação inflamatória 

reação inflamatória. Nos 3 grupos observa-se a formação de osso imaturo, mais 

celularizado (setas verdes – Fig. 3A, 3B e 3C). 

 

 

 

 

  

Figura 3 - Pós-operatório de 14 dias. Região das espiras dos implantes em tíbia nos 

grupos Controle, Biogran® e Endobon®, respectivamente. HE aumento de 125X. 

A B C 
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42 dias 

Neste período o processo de remodelação se mostra claro com relação à 

disposição do tecido neoformado remodelado, corticalizado, com osso lamelar em 

contato com a superfície dos implantes em maior ou menor espessura de acordo 

com a região tibiana (setas pretas – Fig. 4A, 4B, 4C). Cortical e medula se 

encontram bem organizadas, ocupando, a medula, a maior parte dos vales nas 

áreas centrais e junto às corticais, o osso lamelar prevalece. Verifica-se a presença 

dos biomateriais nos grupos tratados (setas vermelhas – Fig. 4B e 4C). Não se 

observa a presença de fibrose nos grupos Controle e Biogran® e no grupo 

Endobon® observa-se fibrose discreta e focal, não significativa na cortical.  

 

 

 

 

  

Figura 4 - Pós-operatório de 42 dias. Região das espiras dos implantes na região 

medular da tíbia esquerda nos grupos controle, Biogran® e Endobon®, 

respectivamente.  HE aumento de 125X. 

 

 

 

A B C 
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4.2. RESULTADO HISTOMÉTRICO 

4.2.1. ANÁLISE QUALITATIVA – AZUL DE STEVENEL + FUCCINA ÁCIDA (AS/FA) 

14 dias 

Aos 14 dias no grupo controle observa-se a presença de tecido conjuntivo na 

região medular nos picos e vales das roscas dos implantes (seta preta – Fig. 5A). Já 

nos grupos tratados observa-se neoformação óssea medular leve, com formação de 

algumas trabéculas ósseas imaturas (setas verdes – Fig. 5B e 5C). Verifica-se a 

presença do biomaterial (setas vermelhas – Fig. 5B e 5C) nos grupos tratados e 

trabéculas ósseas neoformadas ao redor das partículas de biomaterial. Na região 

cortical superior no grupo controle, observa-se a presença de tecido conjuntivo em 

contato com a área de assentamento da cabeça do implante (módulo de rebordo) e 

nos grupos tratados a presença de biomaterial na região. Nenhum dos grupos 

apresentou reação inflamatória significativa.  

   

 

Figura 5 - Pós-operatório de 14 dias. Região das espiras dos implantes na região 

medular da tíbia nos grupos Controle, Biogran® e Endobon®, respectivamente. 

AS/FA aumento de 250X. 

A B C 
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42 dias 

Neste período observa-se a presença de tecido ósseo neoformado 

remodelado, corticalizado, com osso lamelar em contato com a superfície dos 

implantes em maior ou menor espessura de acordo com a região tibiana (setas 

amarelas – Fig. 6A, 6B, 6C). Cortical e medula se encontram bem organizadas, 

ocupando, a medula, a maior parte dos vales nas espiras medulares. Na área 

cortical superior do implante as interfaces revelam a presença de tecido ósseo 

neoformado celularizado em contato com a superfície do implante, principalmente 

na área de assentamento da cabeça do implante (módulo de rebordo), em função 

de sua localização cortical. Verifica-se que os biomateriais se mantiveram presentes 

ao final do processo analisado (setas vermelhas – Fig. 6B e 6C). 

   

 

Figura 6 - Pós-operatório de 42 dias. Região das espiras dos implantes na região 

medular da tíbia esquerda nos grupos controle, Biogran® e Endobon®, 

respectivamente.  AS/FA aumento de 250X. 

 

 

A B C 



35 

 

4.2.2. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

1º Resultado – Extensão linear de contato osso-implante em % (BIC) 

Não há efeito da formação óssea entre os grupos. Porém a formação óssea 

tem resposta diferente entre períodos (Gráfico 1 e 2). 

As respostas das interações envolvendo grupo e período foram as mesmas, 

porém, para o GIII, p=0,056 muito próximo de p=0,05, o que sugere-se não 

descartar uma provável interação (Tabela 1).  

2º Resultado – Formação óssea por área em % (BA)  

A resposta entre grupos difere. A resposta da formação óssea média do 

grupo 1 (18,75%) não difere da resposta média do grupo 3 (21,62%). Porém, difere 

do grupo 2 (34,73%) (Tabela 2 e 3).   

4.3. RESULTADO IMUNOISTOQUÍMICO 

Foram realizadas reações imunoistoquímicas utilizando anticorpos contra as 

proteínas Osteocalcina (OC) e Osteopontina (OPN). O objetivo foi obter marcações 

para análise qualitativa que representassem a expressão destas proteínas 

caracterizando mineralização óssea nos diferentes grupos e períodos estudados. Na 

tabela 4 estão representados os escores de expressão das proteínas.  

Osteocalcina (OC) – Aos 14 dias, para o grupo controle, observa-se importante 

marcação positiva de OC nos osteoblastos e tecido ósseo formado junto às espiras dos 

implantes (Figura 7A). Aos 42 dias observa-se tecido ósseo formado junto às espiras 

dos implantes, mostrando maturidade e marcação positiva para OC junto à MEC (figura 

7D). No grupo Biogran, aos 14 dias, observa-se uma delgada camada de tecido ósseo 

junto às espiras e osteoblastos marcados para OC, mostrando aumento de atividade de 
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síntese da MEC. (figura 7B). Aos 42 dias, marcação positiva para OC junto à cortical 

óssea, mostrando a mineralização deste tecido e o seu grau de maturidade. Junto às 

espiras, tecido ósseo em atividade de remodelação com início de precipitação de OC 

sobre a MEC. (figura 7E). No grupo Endobon, aos 14 dias observa-se a presença de 

tecido ósseo junto aos implantes e importante marcação positiva para osteoblastos 

junto às trabéculas ósseas, bem como osteócitos envoltos pelo tecido ósseo. Não foi 

possível observar marcação de OC sobre a MEC, aspecto compatível ao período 

analisado. (figura 7C).  Aos 42 dias, presença de tecido ósseo delgado junto às espiras, 

mostrando o processo de osseointegração em desenvolvimento. O trabeculado 

delgado apresenta marcação positiva para OC, mostrando o processo de mineralização 

da MEC em andamento. (figura 7F).  

 Controle Biogran Endobon 

 

14 dias 

 

 

 

 

 

  

 

42 dias 

 

 

 

 

  

Figura 7 - Quadro contendo as imagens das lâminas com imunomarcações para OC. OT: 

osteócitos; MEC: matriz extra celular; OB: osteoblastos; OC: osteocalcina. Aumento 250X. 

                                               

Osteopontina (OPN) – No grupo controle, aos 14 dias, observa-se a presença de 

osteoblastos e osteócitos positivos para OPN, grande celularização e pouco tecido ósseo 

A B C 

F E D 

OC 
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formado (figura 8A). Aos 42 dias, tecido ósseo maduro com marcação da OPN nas linhas 

cementantes (figura 8D). Para o grupo Biogran, aos 14 dias, observa-se tecido ósseo 

formado junto às espiras mostrando marcação positiva para OPN nos osteoblastos. Não 

foi possível observar linhas de reversão, positivas para OPN (figura 8B). Aos 42 dias, 

grande quantidade de osso em atividade de remodelação junto às espiras. Presença de 

osteoblastos marcados por OPN que também se mostra precipitada sobre a MEC. Não 

se observam as linhas de reversão marcadas para OPN (figura 8E). No grupo Endobon, 

aos 14 dias observa-se marcação positiva para OPN em osteoblastos e osteócitos. Não 

foram observadas marcações para OPN em linhas de reversão, mostrando um tecido 

ósseo recém-formado (figura 8C). Aos 42 dias, marcação positiva para OPN ostrando a 

presença desta proteína que caracteriza início da mineralização e marcação positiva para 

OPN nas linhas cementantes (reversão) (figura 8F). 

        Controle Biogran Endobon 

 

14 dias 

 

 

 

 

 

  

 

42 dias 

 

 

 

 

  

Figura 8 - Quadro contendo as imagens das lâminas com imunomarcações para OPN.   

OT: osteócitos; MEC: matriz extra celular; OB: osteoblastos; LC: linhas cementantes; BIO: 

biomaterial.    
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4.4. RESULTADO BIOMECÂNICO 

 Aos 42 dias os valores de torque reverso podem ser observados no gráfico 

4, com os valores médios de 10,16 N.cm para o grupo I, 9,50 N.cm para o Grupo II e 

10,33 N.cm para o Grupo III. Pelas comparações múltiplas das médias e pelo teste 

de Tukey (α=5%) as médias dos tratamentos não diferiram significativamente entre 

si para o torque reverso (p > 0,05). (ANEXO D) 
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5. DISCUSSÃO  

A osseointegração é definida como uma ligação estrutural e funcional direta 

entre o osso vivo e a superfície de um implante, tipicamente feito de titânio. No rato, 

os implantes não são carregados; portanto, um aspecto da definição de 

osseointegração não é cumprido. Mantendo essa limitação em mente, a questão da 

melhor forma de avaliar a osseointegração ainda permanece: histologia somente, 

tomografia microcomputadorizada, ou testes biomecânicos. Histologia e 

histomorfometria de espécimes descalcificadas tradicional são os métodos mais 

utilizados para avaliar a interface osso/implante. 31 

A seleção da tíbia de ratos para a avaliação reparação óssea é justificada 

principalmente pela abordagem cirúrgica fácil pela semelhança que tem com a 

microarquitetura do osso alveolar humano.31 

No presente estudo, procuramos encontrar uma alternativa para ocasiões 

críticas como tecido ósseo de baixa qualidade ou a distância entre osso e o implante 

provocada por sobrefresagem ou em implantações pós-exodônticas, para melhoria 

do travamento primário e estabilidade dos implantes. Muitos autores discutem a 

distância permitida entre o implante e a parede alveolar, associado ou não a 

biomateriais. Os alvéolos pós-exodônticos apresentam um diâmetro maior que o 

diâmetro do implante, o que causa um “gap” ou defeito periimplantar e influencia sua 

estabilidade e a osseointegração.32;33 Em 1977, Schenk e Willenegger 34 realizaram 

estudo em coelhos e observaram formação óssea comprometida em defeitos 

periimplantares acima de 1.0 mm. Harris et al., (1983)35 afirmavam que a distância 

entre a parede óssea e o implante maior que 0,5 mm comprometia o 

estabelecimento de um aceitável contato osso/implante. Em 1988, Carlsson et al.36 
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utilizaram o mesmo modelo experimental comparando 3 valores de defeito (A=0 

mm, B=0.35 mm e C=0.85 mm) e puderam observar gaps residuais nos grupos B e 

C nos períodos de 6 e 12 semanas. Em 1999, Akimoto et al.37 ao instalarem 

implantes pós-exodônticos em cães avaliaram defeitos periimplantares de 0.5 a 1.4 

mm após 12 semanas. Os resultados demonstraram que a dimensão do defeito é 

inversamente proporcional ao contato osso/implante. Entretanto, Botticelli et al. 

(2003)36, Paolantonio et al. (2001)38, encontraram diferentes resultados em defeitos 

criados com 1 mm e 2 mm, respectivamente, concluindo que estes defeitos 

marginais são preenchidos por osso e com alto grau de osseointegração, 

independentemente da utilização de barreiras mecânicas. No presente estudo o 

defeito circunferencial provocado foi de 3 mm, gerando uma distância periimplantar 

de 0,5 mm, para se evitar fraturas na tíbia do rato com o peso e idade 

estabelecidos. 

A literatura não se mostra conclusiva em estudos pré-clínica onde se avalia a 

osseointegração em modelos de estabilidade primária comprometida por defeitos 

periimplantares circulares ou sobrefresagem e o uso de biomateriais como uma 

alternativa para melhorar a osseointegração. O presente estudo foi realizado na tíbia 

de ratos utilizando implantes submersos, com não mais do que 0,5 mm de distância 

entre o implante e o osso. Neste estudo os implantes com estabilidade apenas na 

cortical inferior permaneceram submersos e livres de cargas funcionais durante o 

processo de cicatrização óssea. Vários estudos já demonstraram que a presença de 

micromovimentos nesta fase favorece a formação de uma cápsula fibrosa ao redor 

dos implantes.30;39;40 
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No entanto, num modelo de defeito periimplantar circular de 0,5mm, os 

resultados mostraram a formação de novo osso em torno dos implantes em todas as 

amostras experimentais, observados por análise histológica, imunoistoquímica 

(presença de OC e OPN) e análise biomecânica (contra-torque). O resultado se 

mostra favorável a este modelo de defeito periimplantar; ele mostra que 

osseointegração ainda pode ser alcançada mesmo sem estabilidade primária do 

implante. Isso vai depender da distância entre o implante e o tecido ósseo e de quão 

favorável se encontra o ambiente biológico.13 

O presente experimento confirmou a biocompatibilidade do Biogran® e 

Endobon®, uma vez que não se verificou resposta inflamatória nos períodos 

analisados (14 e 42 dias). O Endobon® é uma hidroxiapatita cerâmica derivado de 

osso bovino esponjoso numa forma granulação de 500-1000 µm, totalmente 

desproteinado por altas temperaturas no processo de fabricação que garante 

segurança contra bactérias, vírus e prions. O processo elimina o elemento orgânico 

e depois passa por um processo de ceramização que cria uma estrutura cristalina o 

qual garante a ausência de reações imunológicas e confere a biocompatibilidade.15 

Aos 42 dias observa-se fibrose discreta e focal cortical, irrelevante no grupo de 

implantes com defeito periimplantar e Endobon®, confirmando a capacidade de 

incorporação do material.41-43 

O material Biogran® apresenta tamanho de partícula de 300-355 mm, 

considerada ideal para aplicação clínica.44  Já foi demonstrado altos indices de 

sucesso na instalação de implantes osseointegrados em defeitos preenchidos com 

vidros bioativos, independente do tempo de preenchimento com o biomaterial, 

antes, durante ou após a instalação do implante.45-49 Neste estudo, a estratégia de 



42 

 

preenchimento do defeito simultaneamente ao implante, não verificou-se perda de 

nenhum implante nos tempos pós-operatórios analisados. 

Na análise histológica não foi observada reação inflamatória em nenhum dos 

grupos e períodos experimentais analisados. Para o grupo controle, observa-se 

neoformação óssea leve, em atividade osteogênica e remodelação aos 14 dias e 

moderada aos 42 dias após a instalação dos implantes. Aos 42 dias, notou-se maior 

corticalização nos espaços correspondentes às espiras dos implantes. Entre os 

substitutos ósseos utilizados (Biogran® e Endobon®), não foram observadas 

diferenças expressivas entre os grupos nos períodos analisados (14 e 42 dias). 

Na análise histométrica os valores encontrados para BIC aos 14 dias foram 

8,29% para o grupo controle, 15,04% para o grupo Biogran e 16,20% para o grupo 

Endobon. Já aos 42 dias os valores foram de 30,84, 33,13 e 13,93%, 

respectivamente. A análise estatística demonstrou que não houve efeito da formação 

óssea para grupos (ou entre grupos). Porém a formação óssea tem resposta diferente 

entre períodos. As respostas das interações envolvendo grupo e período foram as 

mesmas, porém p=0,056 muito próximo de p=0,05, o que sugere-se não descartar 

uma provável interação do grupo 3 (Endobon®) (gráfico 1). Para avaliação da 

formação óssea por área (BA) entre os picos das espiras selecionadas os valores 

encontrados foram 13,95% para o grupo controle, 34,63% para o grupo Biogran® e 

26,11% para o grupo Endobon®. Já aos 42 dias os valores foram de 23,54; 34,88 e 

17,13%, respectivamente. Estes valores para BA demonstram que resposta entre 

grupos difere. A resposta da formação óssea média do grupo Controle (18,75%) não 

difere da resposta média do grupo Endobon® (21,62%). Porém, difere do grupo 

Biogran (34,73%) pelo Teste de Tukey (p< 0,05), demonstrando melhor 
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comportamento deste grupo. De acordo com Moore et al., 200150 os grânulos do vidro 

bioativo são mais rapidamente reabsorvidos que os da hidroxiapatita, portanto 

permitem uma neoformação óssea mais precoce no reparo de defeitos ósseos. 

A análise da expressão das proteínas Osteocalcina (OC) e Osteopontina 

(OPN) contribuiu para a avaliação qualitativa dos mecanismos de mineralização 

óssea.51;52 Nos 3 grupos experimentais os escores para OC e OPN foram 

semelhantes na Análise Qualitativa Ordinal (Tabela 4). A OC é uma proteína da 

matriz extracelular relacionada com o processo de mineralização do tecido ósseo. 

Caracteriza-se por apresentar marcação positiva em osteoblasto, osteócitos e matriz 

extracelular. É uma glicoproteína fosforilada não colágena secretada na matriz 

óssea pelos osteoblastos.53 A expressão da OPN está relacionada à regulação de 

processos de mineralização do tecido ósseo, sendo evidenciada em células ósseas 

(osteoblastos e osteócitos) e em células osteoprogenitoras em proliferação e 

diferenciação, também promove a diferenciação e adesão dos osteoblastos e 

osteoclastos.51;52 Embora a união de todas as análises sejam relevantes para 

conclusão de um experimento, a análise imunoistoquímica vem ganhando 

credibilidade há algum tempo em virtude das descobertas em biologia óssea.54 A 

identificação de mecanismos de regulação e do crescimento celular de osteoblastos, 

osteoclastos e osteócitos, dentre outras envolvidas no processo de remodelação 

óssea, tornou-se de grande relevância na utilização destas técnicas para avaliação 

de eventos ocorridos durante o processo de reparo ósseo.55 

Na análise biomecânica observa-se que em todos os grupos os implantes 

ofereceram resistência ao torque, sem diferenças significantes entre si. O teste de 

torque reverso está entre um dos testes biomecânicos in vivo mais comuns 
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utilizados para avaliar a força de interação entre osso e superfície do implante.56;57 

Uma alta resistência à remoção do implante encontrada durante estes testes indica 

boa interação entre osso e superfície do implante. 

Há que se ressaltar que todos os implantes utilizados receberam tratamento 

de superfície com duplo ataque ácido, tendo já estabelecido que a configuração da 

superfície desempenha importante papel tanto no aumento da área disponível para 

osseointegração quanto no modo de aderência de coágulo à superfície.58 A 

importância da configuração da superfície para osseointegração já foi descrita em 

estudos anteriores em defeitos periimplantares.59 O tratamento de superfície 

promove melhores respostas biológicas, especialmente em regiões de baixa 

densidade óssea como encontrada na maxila posterior.60  

Neste estudo foi constatado que as análises histométrica, biomecânica e 

iminoistoquímica se confirmam, uma vez que nota-se que a neoformação óssea 

ocorreu ao redor das espiras dos implantes em todos os grupos experimentais, com 

resistência ao torque de remoção. Porém o grupo Biogran® demonstrou 

superioridade do biomaterial com relação à porcentagem de neoformação óssea 

(BA) quando comparado ao Controle e ao Endobon®. 

Futuros estudos se fazem necessários para analisar o comportamento 

biológico dos biomateriais associados à instalação de implantes osseointegrados no 

mesmo tempo cirúrgico, numa tentativa de se corrigir defeitos periimplantares, 

diminuir micromovimentos e favorecer a estabilidade primária dos mesmos.  
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6. CONCLUSÃO 

A osseointegração pode ocorrer mesmo na presença de defeitos ósseos 

periimplantares. Os defeitos ósseos periimplantares não-críticos podem ser 

reparados apenas com coágulo, porém a presença do Biogran® demonstrou 

melhores resultados com relação a formação óssea por área neste modelo 

experimental.  
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ANEXO A – Comitê de Ética 
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ANEXO B – NORMAS DA REVISTA. 
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ANEXO C 

Passos para mensuração histométrica 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1 - Imagem Capturada 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Recorte da área padronizada para histometria 
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Figura 3 - Seleção apenas da área óssea a ser mensurada. 
 

 

 

Fig 4 

 

 

 

Figura 4 - Seleção apenas da área óssea a ser mensurada. 
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Figura 5 - No software Image J, pela ferramenta selecionada, diminui-se totalmente 

o contraste de cores, deixando a imagem cinza. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 6 -  A área cinza é hachurada pelo próprio software 
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Figura 7 -  A área cinza é hachurada pelo próprio software 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - A área hachurada é mensurada automaticamente e fornece resultados 
em pixels e em %.  
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Figura 9 - A área hachurada é mensurada automaticamente e fornece resultados 
em pixels e em %.  
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ANEXO D 

TESTE ESTATÍSTICO (RESULTADO BIOMECÂNICO) 

Obs Trat Animal Ve 

1 1 1 15.0 

2 1 2 8.0 

3 1 3 7.5 

4 2 1 10.0 

5 2 2 8.5 

6 2 3 10.0 

7 3 1 10.0 

8 3 2 11.0 

9 3 3 10.0 

 

Trat=1 

Analysis Variable : Ve 

N Mean Std Dev Std Error 

Coeff of 

Variation Minimum Maximum 

3 10.166666

7 

4.193248

5 

2.420973

2 

41.245067

6 

7.500000

0 

15.000000

0 

 

Trat=2 

Analysis Variable : Ve 

N Mean Std Dev Std Error 

Coeff of 

Variation Minimum Maximum 

3 9.500000

0 

0.866025

4 

0.500000

0 

9.116056

9 

8.500000

0 

10.000000

0 
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Trat=3 

Analysis Variable : Ve 

N Mean Std Dev Std Error 

Coeff of 

Variation Minimum Maximum 

3 10.333333

3 

0.577350

3 

0.333333

3 

5.587260

7 

10.000000

0 

11.000000

0 

 

Class Level Information 

Class Levels Values 

Trat 3 1 2 3 

Animal 3 1 2 3 

Ve 6 7.5 8 8.5 10 11 

15 

 

Number of Observations Read 9 

Number of Observations Used 9 

 

Source DF 

Sum of 

Squares 

Mean 

Square 

F 

Value Pr > F 

Model 2 1.16666667 0.58333333 0.09 0.9118 

Error 6 37.33333333 6.22222222   

Corrected Total 8 38.50000000    

 

R-Square Coeff Var Root MSE Ve Mean 

0.030303 24.94438 2.494438 10.00000 

 

 

Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F 

Trat 2 1.16666667 0.58333333 0.09 0.9118 
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The GLM Procedure 

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Ve 

Note

: 

This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher Type II error rate than 

REGWQ. 

 

Alpha 0.05 

Error Degrees of Freedom 6 

Error Mean Square 6.22222

2 

Critical Value of Studentized Range 4.33902 

Minimum Significant Difference 6.2489 

 

Means with the same letter are not 

significantly different. 

Tukey Grouping Mean N Trat 

A 10.333 3 3 

A    

A 10.167 3 1 

A    

A 9.500 3 2 
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ANEXO E – GRÁFICOS 

 

Gráfico 1 - Valores obtidos para BIC nos períodos de 14 e 42 dias. 

 

 

 

Gráfico 2 - Médias percentuais de BIC nos 3 grupos experimentais aos 14 e 42 dias. 

 

Médias Percentuais da Extensão Linear de Contato Osso-Implante 
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Gráfico 3 - Médias percentuais de BA nos 3 grupos experimentais aos 14 e 42 dias.  

 

 

Gráfico 4 - Médias das amostras de torque reverso dos grupos Controle, Biogran e 

Endobon no período de 42 dias. 

 

Médias Percentuais da Formação Óssea por Área (BA) 
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ANEXO F – TABELAS 

 

Tabela 1 - Análise de Variância para extensão linear de contato osso-implante (BIC). 

 

 

Tabela 2 - Análise de Variância para formação óssea por área (BA). 
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Tabela 3 - Teste de Tukey para comparações de médias para formação óssea por área 

(BA). 

 

 

 

             
Grupos 

 

 

 

 

 

OC 

 

 

 

 

OPN 

1 CONT 14D 3 2/3 

2 CONT 42D 2/3 2/3 

3 BIO 14D 2 3 

4 BIO 42D 3 2/3 

5 END 14D  2 2/3 

6 END 42D   3 2/3 

Tabela 4 - Escores atribuídos à quantidade de osteocalcina e osteopontina nos 3 

grupos analisados nos períodos de 14 e 42 dias. 


