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Resumo 

PEREIRA, FP. Avaliação do copolímero de ácido polilático e poliglicólico 

associado ao vidro bioativo no processo de regeneração óssea. Análise 

histomorfométrica e imunoistoquímica em ratos [dissertação]. Araçatuba: 

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007. 

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a interação do copolímero de 

ácido polilático e poliglicólico (PLGA) associado ou não ao vidro bioativo no 

processo de regeneração óssea em defeitos criados cirurgicamente. Materiais e 
método: Foram utilizados quarenta ratos (rattus norvegicus albinus, Wistar) 

machos, nos quais foram confeccionados dois defeitos cirúrgicos críticos de 5 

mm com broca trefina na região da calota craniana. Os animais foram divididos 

em 4 grupos de acordo com o preenchimento do defeito experimental: Grupo C 

preenchido por coágulo, grupo VB por vidro bioativo (Biogran 3 i) ®, grupo POLI 

pelo copolímero de PLGA e grupo POLIVB pela associação do copolímero de 

PLGA ao vidro bioativo. Nos períodos de 7 e 30 dias pós-operatório os animais 

foram sacrificados por meio de sobredose anestésica, obtendo-se as peças que 

receberam o processamento laboratorial de rotina, com cortes de 6µm de 

espessura, que foram corados em hematoxilina e eosina (H.E.), Tricrômico de 

Masson e processamento para análise imunoistoquímica, através da expressão 

das proteínas VEGF, BMP2, Cbfa1 e osteocalcina (OC), as quais estão 

envolvidas nos processos de vascularização, osteoindução e mineralização 

óssea. Resultados: O grupo C apresentou imunomarcações positivas mais 

expressivas para as proteínas Cbfa1, BMP2 e OC, apresentando o melhor 

comportamento, seguido pelos Grupos VB, POLIVB e POLI. Aos 7 dias em 

todos os grupos estudados observou-se a presença de tecido conjuntivo e 

discreta neoformação óssea restrita às bordas do defeito, estatisticamente 

insignificante (p=0,106). Aos 30 dias os grupo C e VB apresentaram maior 

neoformação óssea, estatisticamente significativa em relação ao POLI e POLIVB 
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(p=0,002), visualizando-se no VB a permanência de grande quantidade de 

partículas do material, envoltas por tecido ósseo pouco diferenciado. 

Conclusões: Conclui-se que o grupo C apresentou melhor comportamento 

durante o processo de regeneração óssea, todos os materiais testados 

apresentaram-se biocompatíveis, mas somente o VB apresentou propriedades 

osteocondutoras.

Palavras-Chave: Regeneração óssea. Substitutos ósseos. Vidro bioativo. 

Polímeros. Imunoistoquímica. 



Abstract 

PEREIRA, FP. Evaluation of the polylactic polyglycolic acid copolymer 

associated to bioactive glass in bone regeneration process. Histomorphometric 

and immunoistochemistry analysis in rats. [dissertation] Araçatuba: UNESP -  

São Paulo State University; 2007. 

Objectives: The aim of this study was to evaluate the interaction between 

polylactic polyglycolic acid copolymer (PLGA) associated or not to the bioactive 

glass in bone regeneration process of surgically created defects. Material and 

methods: Were used 40 male rats (rattus norvegicus albinus, Wistar), in which 

were made two critical-size defects of 5 mm by trephine drill in rat calvaria. 

Animals were divided in 4 groups according to the experimental defect filled: 

Group C defect filled with blood clot, group VB defect filled with bioactive glass 

(Biogran 3 I ®), group POLI defect filled with PLGA copolymer and group 

POLIVB defect filled with the association of PLGA copolymer and bioactive glass. 

Rats were euthanized at 7 and 30 post-operative days by anesthetic's overdose. 

After that, were obtained the pieces that received laboratorial processing routine, 

sections of 6 µm thickness were stained with hematoxylin-eosin (H.E.), Masson´s 

Trichrome and processed to immunoistochemistry analysis, by means of the 

expression of proteins VEGF, BMP2, Cbfa1 and osteocalcin, that are involved in 

vascularization, osteoinduction and bone mineralization process. Results: The 

Group C presented more expressive positive imunostained to proteins Cbfa1, 

BMP2 and OC, presenting better behavior, followed by groups VB, POLIVB and 

POLI. At 7 days in all groups were observed the presence of connective tissue 

and discreet and restricted new bone formation only in the edge of the defect, no 

statistically significant (p=0,106). At 30 days, groups C and VB presented 

significantly more new bone formation than POLI and POLIVB, statistically 

significant (p=0,002), was observed in group VB the permanence of great 

amount of materials’ particles, involved with not well differentiated bone tissue. 
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Conclusions: It was concluded that group C showed better behavior during 

bone regeneration process. However, all tested materials were biocompatible 

and only the bioactive glass presented bone conductive properties. 

Keywords: Bone regeneration. Bone substitutes. Bioactive glass. Polymers. 

Immunoistochemistry.  
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1 INTRODUÇÃO* 
�

                tecido ósseo tem um grande potencial para regeneração e pode 

restaurar completamente sua estrutura e funções originais. Porém, 

freqüentemente os defeitos de grandes proporções não reparam totalmente com 

tecido ósseo, principalmente quando apresentam grandes proporções. A fim de 

facilitar e/ou promover a regeneração, diversos tipos de enxertos ou substitutos 

ósseos devem ser colocados no interior dos defeitos (Lang et al.1999).  

Devido às limitações relacionadas aos enxertos biológicos, a engenharia 

tecidual tem surgido como alternativa para se obter materiais que possuam 

propriedades capazes de induzir ou auxiliar no processo de neoformação óssea 

(Yao, et al.2005; Carvalho, et al. 2004). Nesta busca por alternativas ao enxerto 

autógeno, surgiram materiais de preenchimento, dentre estes os materiais 

aloplásticos ou sintéticos (Carvalho et al. 2004). 

 Os materiais aloplásticos têm origem sintética, são biocompatíveis e 

apresentam-se como alternativas promissoras frente à eminente necessidade de 

se encontrar um composto com todas as características ideais para um 

substituto ósseo. Apresentam-se disponíveis em quantidade, além de 

dispensarem a necessidade de um sítio doador. Dentre estes compostos 

encontram-se as cerâmicas, os vidros bioativos e os polímeros (Carvalho et 

al.2004). _____________________________

*Segundo as normas do periódico “Clinical Oral Implants Research” (Anexo G) 

��
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O vidro bioativo formulado por Hench (1970), teve seus potenciais de 

neoformação óssea e resistência mecânica testados em vários estudos animais, 

comprovando o potencial promissor como substituto ósseo, pelas propriedades 

bioativas e osteocondutivas (Hench et al. 1971; Schepers et al.1991; Wheeler et 

al.1997). 

Outro substituto ósseo sintético estudado desde o final da década de 70 

são os polímeros derivados do ácido polilático (PLA) e poliglicólico (PGA) e seus 

copolímeros (PLGA), os quais apresentam boas propriedades mecânicas, baixa 

capacidade alergênica, baixa toxicidade, fácil manipulação, excelente 

biocompatibilidade e cinética previsível de biodegradação, o que desperta a 

atenção de vários pesquisadores nas áreas médicas e farmacêuticas (Fialho et 

al. 2003; Day et al. 2004 b; Ueki et al. 2003; Yao et al. 2005). 

A estrutura altamente porosa do copolímero de PLGA permite que 

desempenhe a função de agir como arcabouço temporário quando utilizado em 

defeitos ósseos, possibilitando a infiltração de células e vasos ao redor dos 

tecidos, concomitante ao seu processo de degradação e substituição por tecido 

regenerado (Day et al. 2004 b; Yao et al. 2005). Devido a este comportamento 

biológico, pesquisas sugerem que possua propriedades osteocondutivas, 

funcionando como arcabouço para substituição da matriz extracelular (Rimondini 

et al. 2005; Imbronito et al. 2005). 

Estes materiais podem ser utilizados isoladamente ou em associação na 

prática clínica, como dispositivos de fixação (Ferreti & Reyneke 2002, Peltoniemi 
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et al. 2002; Kiely et al. 2006), membranas (Crump et al.1996, Hammerle & Lang 

2001), enxerto sólido/poroso, aplicação possível como veículo de drogas,

carregadores de fatores de crescimento, proteínas osteomorfogenéticas ou 

proteínas de adesão (El-Amin et al.2003; Saito et al., 2003; Day et al. 2004 a; 

Imbronito et al.2005; Enislidis, et al.2005; Fialho et al. 2003; Yao et al. 2005; 

Ueki et al. 2003).  

Estudos recentes mostram que a incorporação de vidro bioativo ao 

copolímero de ácido polilático e poliglicólico (PLGA), poderia resultar na 

formação de uma estrutura capaz de agir como arcabouço de sustentação para 

deposição de novo osso e sua vascularização, além de possibilitar a proliferação 

e diferenciação de osteoblastos e células osteoprogenitoras (Yao et al. 2005; 

Day et al. 2004a; Boccaccini & Notingher 2003).  

A possibilidade de formação de compostos reabsorvíveis com 

propriedades bioativas, do controle da velocidade de degradação, 

biocompatibilidade e de melhores propriedades mecânicas e estruturais, são 

algumas das vantagens que justificam a associação entre o copolímero de 

PLA/PGA e o vidro bioativo (Day et al. 2004a; Lu et al. 2003; Verrier et al. 2004). 

 Yao et al. (2005) demonstraram que a incorporação do vidro bioativo ao 

copolímero aumentou a reatividade da superfície do polímero e promoveu a 

transformação de sua superfície em uma camada bioativa rica em íons Ca e P 

(camada de fosfato de cálcio). Após 2 semanas de imersão, as micropartículas 

de Ca e P foram formadas dentro dos compósitos, facilitando a adesão e 

diferenciação celular. 
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 O estudo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos durante o 

processo de ossificação pode ser melhor compreendido e justificado através de 

técnicas imunoistoquímicas, que atuam como ferramentas metodológicas, 

possibilitando a análise da dinâmica do tecido ósseo em defeitos preenchidos 

com materiais sintéticos, por meio da imunomarcação de proteínas presentes 

durante o processo de regeneração óssea. 

 Uma dessas proteínas, presente nos períodos iniciais do processo de 

ossificação é a VEGF ou fator de crescimento angiogênico expressa em células 

endoteliais, que indica o aumento da vascularização da área (Day et al. 2004a; 

Leach et al. 2006). As BMPs representam um grupo de proteínas com 

características morfológicas próprias e de proliferação celular, expressando-se 

também no início da regeneração. (Owen et al. 1990; Yamaguchi et al. 2000). 

O fator Cbfa1 ou Runx 2 é um fator de transcrição que atua induzindo e 

modulando a diferenciação de osteoblastos e é observado nas fases de 

proliferação celular, maturação e mineralização do tecido ósseo (Yamaguchi et 

al. 2000).   

A osteocalcina (OC), destaca-se por ser a mais abundante proteína não-

colagenosa no osso, que indica o processo de mineralização na formação 

óssea, implementada pela calcificação dos osteócitos na camada de colágeno. 

(Lieberman et al. 2002; Thorwarth et al. 2005).  

A busca de biomateriais tem sido alvo de inúmeros estudos, mas é 

necessário também o conhecimento das respostas celulares que ocorrem 

durante o processo de regeneração óssea após o implante nos tecidos. 
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2 PROPOSIÇÃO 
����

                 proposta deste estudo foi avaliar a resposta tecidual, durante o 

processo de regeneração óssea, do implante de copolímero de ácido polilático e 

poliglicólico associado ou não ao vidro bioativo em defeitos de tamanho crítico 

criados cirurgicamente, através da expressão de proteínas (VEGF, Cbfa1, BMP2 

e osteocalcina), que podem atuar como marcadores de resposta celulares 

durante o processo de regeneração óssea. 

��
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3 MATERIAL E MÉTODO*  

CIRURGIA EXPERIMENTAL 

           ste estudo foi realizado de acordo com os Princípios Éticos para a 

Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA), tendo sido submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho”, Campus Araçatuba, com protocolo no 2007-005223 (Anexo A). 

 Foram utilizados quarenta ratos (n=10) (Rattus norvegicus albinus, 

Wistar) adultos machos, de aproximadamente 3 a 4 meses de idade e peso 

corporal variando de 250 a 300 g, em bom estado de saúde, provenientes do 

Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Araçatuba, Universidade 

Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” – UNESP. Os animais foram 

mantidos em gaiolas individuais com dieta padrão, ração sólida e água á 

vontade, em condições climatizadas no Biotério da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba – UNESP.

 Os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de oito horas e 

anestesiados, via intramuscular, com Cloridrato de Ketamina (Francotar – Vibrac 

do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil) associado à Xilazina (Rompum – Bayer AS – 

Saúde Animal, São Paulo, Brasil), na dosagem de 0,7ml/Kg e 0,3ml/Kg, 

respectivamente. Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a 

esterilização do instrumental utilizado, delimitação da área a ser operada com 
_____________________________

*Figuras referentes à metodologia científica experimental são ilustrados no Anexo B.

��
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campos estéreis, uso de aventais e luvas cirúrgicas estéreis. Todos os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados na sala cirúrgica do Biotério da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP. Em seguida foi realizada a 

tricotomia na região da calota craniana, anti-sepsia com Polivinil Pirrolidona Iodo 

Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquímica, São José do Rio 

Preto,Brasil), associado ao PVPI tópico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquímica, São 

José do Rio Preto,Brasil) e aposição de campos estéreis. 

Foi realizada uma incisão vertical linear sentido occipito-frontal 

(interparietal) de aproximadamente 2 (dois) cm, na linha média da calota com 

lâmina  n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japã o) montada em cabo de 

bisturi  n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha)  e o descolamen to dermoperiostal. Em 

seguida com auxílio de broca trefina de 4 mm de diâmetro interno (3i Implant 

innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) acoplada em baixa-rotação sob 

irrigação abundante com solução de cloreto de sódio 0,9% (Darrow, Rio de 

Janeiro, Brasil), confeccionaram-se dois defeitos cirúrgicos críticos de 5 mm de 

diâmetro (Bosch et al. 1998; Meinel et al. 2005) em cada lado da sutura sagital 

na região parietal, próximo à sutura posterior, mantendo-se a integridade da 

dura-máter. De acordo com o preenchimento dos defeitos constituiram-se os 

grupos de estudo: 

Grupo I: 

Grupo coágulo (C) – O defeito do lado direito foi preenchido por coágulo 

sanguíneo, com ausência de material de implante.
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Grupo Vidro Bioativo (VB) – O defeito do lado esquerdo foi preenchido por 

vidro bioativo (Biogran) ®, 3i. 

Grupo II:   

Grupo Polímero (POLI) – O defeito do lado direito foi preenchido pelo 

copolímero de PLGA na proporção de 50:50 (VETEC Química Fina Ltda, Rio 

de Janeiro, Brasil) aquecido entre 100 e 150°C. 

Grupo Polímero + Vidro Bioativo (POLIVB) – O defeito ósseo foi preenchido 

com o copolímero de PLGA associado ao vidro bioativo (Biogran 3i) ®, 

acrescentando-se as partículas de vidro bioativo durante a preparação do 

material. 

Após o preenchimento, os tecidos moles foram cuidadosamente 

reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvível 

(poliglactina 910 – Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., São José dos Campos, 

Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon, Ethicon, 

Johnson Prod., São José dos Campos, Brasil), obtendo-se o fechamento 

primário da ferida. Após a sutura, novamente foi realizada a anti-sepsia da área 

com Polivinil Pirrolidona, Iodo Tópico. 

 No pós-operatório imediato cada animal recebeu dose única 

intramuscular de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiótico Veterinário 

Pequeno Porte, Fort Dodge Saúde Animal Ltda., Campinas, SP). Nenhuma
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restrição alimentar ou de movimentação foi imposta aos animais, os quais foram 

mantidos em gaiolas individuais durante todo o experimento. 

PROCESSAMENTO TECIDUAL 

Os animais (n=10) foram divididos em dois tempos de sacrifício, aos 7 e 

30 dias pós-operatórios, por meio de sobredose anestésica, seguida da  

remoção da calota de cada animal com os dois defeitos cirúrgicos e eliminação 

do tecido mole excedente. As peças foram fixadas em solução de formol neutro 

a 10%, lavadas e descalcificadas em solução de Ácido Etilenodiaminotetracético 

(E.D.T.A.) a 16%. Após descalcificação as peças foram reduzidas, separando-se 

as duas cavidades e em seguida dividindo-as ao meio no sentido transversal, 

através da mensuração de 2,5mm por meio de um paquímetro, obtendo-se duas 

peças de cada defeito, as quais passaram pelas etapas de processamento 

laboratorial, incluindo-se as duas metades de cada defeito em um mesmo bloco 

de parafina. As peças foram incluídas de maneira que na realização dos cortes 

estes foram iniciados a partir do centro do defeito. Realizaram-se cortes seriados 

de 6 µm de espessura, corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE 

Merck & Co., Inc.) e Tricrômico de Masson. Em alguns cortes de parafina foi 

realizado o processamento imunoistoquímico, através da expressão das 

proteínas VEGF, Cbfa1, BMP2 e osteocalcina (OC) para análise qualitativa das 

reações celulares durante o processo de regeneração óssea. 
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3.1. ANÁLISE HISTOMÉTRICA E ESTATÍSTICA** 

Foi realizada análise através da quantificação de tecido ósseo 

neoformado das bordas e do centro do defeito criado cirurgicamente, bem como 

a quantidade de VB remanescente.  

Para análise histomorfométrica utilizou-se o programa ImageLab 2000 

(Diracon Bio Informática Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil), versão 2.4, 

calibrado em escala métrica (micrometros - µm). A imagem foi capturada através 

de um microscópio óptico com objetiva de aumento de 2,5x acoplado a uma 

câmera de captura de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems, 

Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium III com um 

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

Imaging Manager - IM50 Demo Software). As imagens foram mensuradas 

através das funções “selecionar região” e “cálculo de regiões”. Delineou-se a 

área total em mm2 (AT) a ser analisada, correspondente a 100% da área do 

defeito cirúrgico original. Em seguida, dentro da AT, foram delineadas a Área de 

Osso Neoformado (AON), bem como as áreas ocupadas pelos remanescentes 

do vidro bioativo (AVB) que foram calculadas como porcentagem (Furlaneto et 

al. 2007).  Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o 

programa Sigma Stat versão 3.0 de acordo com o Teste de Tukey e ANOVA e 

expressos na forma de gráficos e tabela. 

_____________________________

**Figuras referentes à análise histométrica são ilustrados no Anexo C
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3.2. ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

Para o processamento imunoistoquímico, utilizaram-se cortes incluídos 

em parafina dos mesmos animais que foram realizadas as colorações para 

análise histológica. Como anticorpos primários, foram utilizados o anticorpo para 

VEGF (VEGF, Rabbit polyclonal anti-vegf - Santa Cruz Biotechnology, SC7269), 

anticorpo para Cbfa1 (Goat polyclonal anti-PEBP2a - Santa Cruz Biotechnology, 

SC8566), anticorpo para BMP (Goat polyclonal anti-BMP – Santa Cruz 

Biotecnology, SC6895) e anticorpo para OC (OC, Goat polyclonal anti-oc – 

Santa Cruz Biotecnology, SC18319). O anticorpo secundário biotinilado foi anti-

cabra (goat) produzido em coelhos (Pierce Biotechnology). A Streptavidina 

Biotina foi utilizada como amplificador do sinal (Dako). O método de detecção foi 

por imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (Dako) foi utilizada como 

cromógeno, seguida da contra-coloração com hematoxilina. Foram realizados 

procedimentos de controle por meio da omissão dos anticorpos primários 

(controle negativo), para avaliar a especificidade e efetividade das reações 

Para realização da análise qualitativa da expressão das proteínas foi utilizado 

um microscópio óptico com objetiva de aumento 20X Leica Aristoplan 47 

Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma câmera de captura 

de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e 

conectado a um microcomputador Pentium III com um software analisador de 

imagens digitalizadas (Leica Câmera Software Box, Leica Imaging Manager -

IM50 Demo Software). 
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4 RESULTADOS * 

4.1  ANÁLISE CLÍNICA 

         odos os animais foram observados clinicamente durante todo o 

período experimental e as peças analisadas macroscopicamente, nas quais não 

foram constatadas a presença de inflamação, necrose ou outras lesões 

atingindo os tecidos moles e ósseos, permanecendo os animais saudáveis 

durante todo período experimental.

4.2  RESULTADOS HISTOLÓGICOS  

ANÁLISE HISTOLÓGICA QUALITATIVA 

___________________________________________________________ 

7 DIAS 

GRUPO C (Controle) – Adjacente às bordas do defeito cirúrgico notaram-se em 

alguns casos, pequenas espículas ósseas neoformadas ao lado de tecido 

conjuntivo com discreto número de fibroblastos (Fig. 25A). Em outros, 

evidenciou-se nesta mesma região apenas a presença de tecido conjuntivo com 

as mesmas características acima. Em áreas mais distantes das bordas do 

defeito cirúrgico, observou-se também pequeno número de fibroblastos e raros 

macrófagos e linfócitos (Fig. 25B). _____________________________

*Figuras ilustrativas dos resultados histológicos e imunoistoquímicos nos Anexos D, E e F.

��



�������������������������������������������������������������������������������������������������������������
�������52�����������

GRUPO VB (Vidro bioativo) – Em todos os espécimes observou-se a presença 

de material de implante ocupando extensa área do defeito cirúrgico (Fig. 25C). 

Em alguns casos notaram-se entre o material, delgadas faixas ocupadas por 

tecido conjuntivo neoformado. Em outros evidenciou-se maior volume de tecido 

conjuntivo no espaço acima referido, apresentando moderado número de 

fibroblastos e alguns linfócitos. Junto às bordas do defeito cirúrgico evidenciou-

se, na maioria dos casos discreta neoformação óssea ocupando pequeno 

espaço (Fig. 25D). 

GRUPO POLI (Polímero) – Em todos os espécimes notou-se ausência de 

neoformação óssea ao nível das bordas do defeito cirúrgico . Em um dos casos, 

no entanto, evidenciou-se discreta neoformação óssea em área situada 

lateralmente à borda de tecido ósseo (Fig. 25E). O material de implante 

encontrou-se ausente em todos os espécimes e o tecido conjuntivo neoformado 

apresentou discreto número de fibroblastos ao lado de alguns macrófagos e 

linfócitos (Fig. 25F). 

GRUPO POLIVB (polímero + vidro bioativo): Junto às bordas do defeito 

cirúrgico, com exceção de dois espécimes, notou-se ausência de neoformação 

óssea. Nas proximidades, observou-se a presença de tecido conjuntivo 

neoformado exibindo moderado número de fibroblastos e alguns macrófagos e 

linfócitos. O material de implante, geralmente encontrava-se em pequena 

quantidade em áreas afastadas das bordas do defeito cirúrgico (Fig. 25G). Em 

dois casos foram observados juntos às bordas do defeito, discreta neoformação 

óssea exibindo osteoblastos em número moderado (Fig. 25H).  
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ANÁLISE HISTOLÓGICA QUALITATIVA 

30 dias 

GRUPO C (Controle): Na maioria dos espécimes observou-se neoformação 

óssea bastante pronunciada, no entanto recobrindo parcialmente o defeito 

cirúrgico (Fig. 26A). O tecido conjuntivo sem diferenciação óssea apresentou 

discreto número de fibroblastos e vasos sanguíneos (Fig. 26B). Alguns 

macrófagos e linfócitos foram observados nesta região. 

GRUPO VB (Vidro bioativo) - Em todos os espécimes o material de implante 

ocupava extensas áreas do defeito cirúrgico que apresenta a espessura da 

parede óssea. O tecido conjuntivo entre o material exibiu moderado número de 

fibroblastos e mostrou-se bem vascularizado. Em um dos casos, notou-se nas 

proximidades da parede óssea maior quantidade de tecido conjuntivo adjacente 

ao material. Por outro lado, a neoformação óssea junto às bordas apresentou-se 

discreta em todos os espécimes (Fig. 26C). 

GRUPO POLI (Polímero): Em alguns espécimes notaram-se nas proximidades 

das bordas do defeito cirúrgico, extensas áreas ocupadas pelo material (Fig. 

26D). Recobrindo o defeito cirúrgico evidenciou-se tecido conjuntivo exibindo 

feixes de fibras colágenas. Em outros, o material de implante encontrou-se 

ausente e o defeito cirúrgico encontrava-se recoberto por delgada faixa de tecido 

conjuntivo fibroso (Fig. 26E). Ocasionalmente foram notados pequenos 

fragmentos do implante na área central do defeito. Em todos os casos, a 
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neoformação óssea restringiu-se a pequenas áreas junto às bordas do defeito 

cirúrgico (Fig. 26F). 

GRUPO POLIVB (Polímero + Vidro bioativo): Em todos os espécimes 

observou-se adjacente à borda do defeito cirúrgico discreta neoformação óssea. 

Recobrindo a superfície do defeito notou-se em todos os casos, delgada faixa de 

tecido conjuntivo fibroso (Fig. 26G). Em um dos casos, evidenciou-se a presença 

de material na área central da ferida cirúrgica (Fig. 26H). 

4.3  RESULTADOS HISTOMÉTRICOS E ESTATÍSTICOS

As médias e os desvios-padrão de AON de 7 e 30 dias estão 

apresentados na tabela e gráficos, assim como os resultados da comparação 

entre os grupos estudados. Na figura 3 observa-se a evolução da reabsorção 

das partículas de VB nos períodos experimentais estudados. Comparando-se a 

neoformação óssea (Tabela 1), aos 7 dias não houve diferenças 

estatisticamente significativas (p=0,106)( Figura 1), enquanto aos 30 dias 

observou-se melhores resultados no Grupo C e VB e que foram considerados 

estatisticamente significativos em relação aos demais (p=0,002) (Figura 2) Em 

relação à presença de remanescentes de partículas do material no grupo VB aos 

7 e 30 dias os resultados não apresentaram significância estatística (p=0,259) 

(Figura 3) 
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Tabela 1: Médias (%) e desvios-padrão da Área de Osso Neoformado (AON) 

aos 7 e 30 dias entre os grupos experimentais.  

Grupo n Médias de AON 
(%) 

7 dias* 

Desvio-
Padrão 
7 dias 

Médias de AON 
(%)  

30 dias ** 

Desvio-
Padrão 
30 dias 

C 10 12,10 ± 5,16 32,5 a ± 6,51 

VB 10 9,46 ± 4,06 33,93 a ± 11,44 

POLI 10 7,34 ±4,71 14,9 b ±4,75 

POLIVB 10 4,22 ±2,27 18,01 b ±10,79 

* estatisticamente não significativo (p =0,106) 

**Letras diferentes indicam que há diferenças estatisticamente significativa entre 

os grupos (p=0,002) 
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Fig. 1: Médias (%) e desvios-padrão da Área de Osso Neoformado (AON) aos 7 

dias entre os grupos. 
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Fig. 2: Médias (%) e desvios-padrão da Área de Osso Neoformado (AON) aos 

30 dias entre os grupos. 
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Fig. 3: Média (%) e desvios-padrão dos remanescentes de partículas de VB 

(AVB) aos 7 e 30 dias 
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4.4  RESULTADOS IMUNOISTOQUÍMICOS 

Foram realizadas reações imunoistoquímicas utilizando-se anticorpos 

primários contra as proteínas VEGF, BMP2, Cbfa1 e OC, analisadas durante o 

processo de regeneração óssea de defeitos criados cirurgicamente em calota de 

ratos. 

Observaram-se os seguintes resultados qualitativos:

7 dias 

VEGF: Observaram-se marcações positivas em células endoteliais do 

tecido conjuntivo e nos espaços medulares, tanto nas bordas como no centro do 

defeito, não havendo diferença na expressão dessa proteína entre os grupos 

experimentais estudados. 

Cbfa1: Observou-se no grupo C maior expressão dessa proteína no 

tecido conjuntivo subjacente em relação aos demais grupos estudados. No 

grupo VB foram notadas discretas marcações positivas nas bordas do defeito e 

ao redor das partículas do material. No grupo POLI observaram-se ausência de 

marcações e a presença de um tecido desorganizado disforme, com 

características biológicas alteradas. No grupo POLIVB notaram-se algumas 

imunomarcações positivas, dispersas no tecido conjuntivo e ao redor de 

pequenas áreas com características de tecido ósseo imaturo. 
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BMP2: No grupo C houve imunomarcações positivas discretas 

espalhadas pelo defeito. No grupo VB observou-se grande quantidade de 

marcações inespecíficas dispersas no interior e ao redor das partículas do 

material, com poucas marcações positivas. No grupo POLI as raras marcações 

permaneceram restritas às bordas do defeito. No grupo POLIVB visualizaram-se 

marcações positivas no defeito em áreas semelhantes a ilhotas de tecido ósseo 

neoformado dispersas no tecido conjuntivo.  Em todos os grupos experimentais 

observou-se menor expressão da proteína BMP2 em relação a Cbfa1, uma vez 

que estudos na literatura relatam que as respostas desencadeadas pela BMP2 

envolvem uma via intracelular que atua através da proteína Cbfa1 (Gersbach et 

al. 2004). 

Osteocalcina (OC): Por esta proteína estar expressa em osteoblastos e 

osteócitos de osso pre-existente, localizados principalmente nas bordas do 

defeito, as imunomarcações positivas foram mais observadas no grupo C, 

seguido do POLIVB e do VB respectivamente, estando ausente no grupo POLI. 

___________________________________________________________

30 dias 

Cbfa1: O Grupo C apresentou intensas marcações em toda a extensão 

do defeito, principalmente na matriz óssea. No grupo VB visualizaram-se poucas 

células positivas expressas em pré-osteoblastos e ausência de marcações no 

grupo POLI e POLIVB.  

BMP2: No grupo C e POLIVB notaram-se marcações positivas, sendo 

estas mais expressivas no grupo C, em áreas da matriz óssea. No grupo VB
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visualizaram-se marcações positivas principalmente ao redor das partículas do 

material. No grupo POLI notou-se uma melhor disposição do tecido conjuntivo 

na região do defeito, com discretas imunomarcações nas bordas do defeito. 

Osteocalcina (OC): No grupo C notaram-se muitas imunomarcações 

positivas em células da linhagem osteoblástica, tanto na região do defeito 

cirúrgico, como nas bordas do remanescente ósseo. O grupo VB apresentou 

discretas marcações positivas no tecido ósseo pré-existente e ao redor das 

partículas de vidro bioativo. O grupo POLIVB apresentou raras imunomarcações 

positivas restritas ao centro de defeito, estando estas ausentes no grupo POLI.  

Em relação aos grupos experimentais nos diferentes períodos analisados, 

o grupo C apresentou imunomarcações positivas mais expressivas para as 

proteínas Cbfa1, BMP2 e OC. Em relação aos demais grupos, o POLIVB 

apresentou-se mais expressivo, seguido pelo VB, uma vez que o Grupo POLI 

apresentou um tecido com características biológicas alteradas, e por isso 

considerado o pior resultado quanto a expressão das proteínas. 
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5  DISCUSSÃO 

                  grande desafio da engenharia tecidual é obter um material 

sintético reabsorvível, com propriedades mecânicas mais próximas do osso 

cortical e elasticidade suficiente para suportar a transferência das cargas e 

forças. Por isso, fatores como o método do preparo, composição e tamanho das 

partículas interferem nas características dos substitutos ósseos sintéticos 

(Koleganova et al. 2006; Jones et al. 2006). 

 Neste estudo avaliou-se a influência dos biomateriais em defeitos 

considerados de tamanho crítico. A pequena e desorganizada formação óssea 

do Grupo C, em ambos os períodos de análise, confirmaram a natureza crítica 

dos defeitos de 5 mm de diâmetro criados cirurgicamente em calvária de ratos 

(Bosch et al. 1998; Furlaneto et al. 2007; Meinel et al 2005). Este tipo de defeito 

é considerado ideal para avaliação de biomaterias, por não ocorrer a 

osteogênese espontânea durante toda a vida do animal, exceto seja implantado 

um material com capacidades osteocondutiva e ostoindutivas que possibilite a 

formação de tecido ósseo, obliterando a área ostectomizada (Schimitz & 

Hollinger 1986). 

Apesar de inúmeras técnicas e concentrações disponíveis para síntese do 

vidro bioativo (Chen et al., 2006), optou-se pelo da marca comercial Biogran (3i), 

por apresentar resultados clínicos satisfatórios e ser objeto de estudo de 

inúmeras pesquisas, testado isoladamente ou em associações (Melo et al. 2005; 

Furlaneto et al. 2007).                                                                                                                

��
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 Quando em contato com fluidos tissulares, as partículas de VB 

desencadeiam uma série de reações químicas resultando na formação de 

camadas de hidroxicarbonatoapatita (HCA) na superfície das partículas. 

Proteínas orgânicas como sulfato de condroitina e glicosaminoglicanas 

incorporam-se à câmara de hidroxicarbonatoapatita (HCA). Osteoblastos e 

constituintes orgânicos são atraídos pelas câmaras formando-se um substrato 

com composição química semelhante ao tecido ósseo, mas com diferenças 

estruturais (Hench et al., 1971; Huygh et al. 2002). 

 Como no presente estudo, Vogel et al. (2001) observaram a diferenciação 

óssea após implante de VB, principalmente ao redor das partículas, de forma 

centrípeta (da periferia para o centro), significativamente mais expressiva no 

período final, confirmando a característica osteocondutiva do material (Moreira-

Gonzalez et al. 2005; Melo et al. 2005) Contudo, o efeito osteoestimulatório 

descrito na literatura (Schepers et al. 1991; Schepers & Duckeyne 1997), não foi 

observado neste estudo nos períodos experimentais analisados. 

 Com relação ao tempo de reabsorção completa das partículas de VB, não 

há consenso na literatura, por isso são necessárias pesquisas a longo prazo, a 

fim de elucidar essa questão e aproveitar melhor as características de 

degradação, uma vez que a neoformação óssea ocorre concomitante ao 

processo de reabsorção do material, o qual fornece um arcabouço para a 

proliferação celular e síntese de matriz orgânica (Nishida et al. 2006; Melo et al. 

2005; Furlaneto et al. 2007). 
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 O copolímero de PLGA é considerado um material osteocondutor, 

biocompatível e reabsorvível (Imbronito et al. 2005; Rimondini, et al.2005), no 

entanto os resultados deste trabalho mostraram nos períodos analisados, uma 

quantidade mínima de formação óssea tanto no grupo POLI quanto no POLIVB. 

 O copolímero de PLGA, implantado em calvária de ratos, não apresentou 

reações indesejáveis intensas nos períodos analisados, diferente de estudos em 

subcutâneo que mostraram aos 7 dias, intensa reação inflamatória com 

ausência de células gigantes de corpo estranho (Fulzele et al. 2003). Sugere-se 

que esta reação possa ser benéfica por possibilitar a liberação de fatores de 

crescimento necessários à proliferação tecidual (Day et al. 2004b), visto que, 

apresentou-se ausente em períodos tardios, comprovando a biocompatibilidade 

do material (Shi et al. 2002). 

 Kang et al. (2005) ao testar a biocompatibilidade e a degradação do 

copolímero de PLGA, denominado comercialmente de InnoPol ® observaram 

que após 24 semanas o material havia sido completamente degradado, com a 

presença de células gigantes ao redor da matriz remanescente. Clinicamente o 

local de implante desse material apresentou reação inflamatória local, 

 com a presença de eritema e formação de cicatriz durante o processo de 

cicatrização, causada pela diminuição do suprimento sanguíneo da derme e 

epiderme. 

A análise imunoistoquímica possibilitou avaliar as reações celulares que 

ocorrem durante o processo de regeneração óssea (Owen et al 1990). O grupo 

C foi o que apresentou melhores resultados, associando-se a expressão das 
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proteínas Cbfa1, BMP2 e OC com os eventos observados na análise 

histomorfométrica. 

A proteína Cbfa1 é considerada um fator de osteoindução e teve maior 

expressão aos 7 dias, possivelmente em células mesenquimais que podem 

diferenciar-se em osteoblastos e/ou condrócitos (Karsenty et al. 1999; Gersbach 

et al. 2004 Yamaguchi et al. 2000). 

 A BMP2 é um dos fatores que atua na diferenciação de osteoblastos e no 

processo de ossificação (Owen et. al 1990; Urist et al. 1983; Yamaguchi et 

al.2000), predominando aos 7 dias, no entanto, como a Cbfa1, pode apresentar-

se expressa também nos estágios mais tardios da regeneração óssea, como 

marcadores de osteoblastos mais diferenciados (Meinel et al.2005). Estudos 

mostram que dentre o grupo das BMPs, a BMP2 apresentou maior expressão no 

osso humano de origem endocondral (Suttapreyasri et al. 2006). 

A OC foi observada principalmente aos 30 dias, estágio em que finaliza a 

proliferação de osteoblastos e inicia a mineralização da matriz óssea (Owen et 

al. 1990; Wiltfang et al. 2004). Esta proteína é observada em regiões de 

implantes que possuem células viáveis com capacidade de acelerar tanto a 

ativação de osteoblastos quanto de osteoclastos nesse processo (Meinel et. al. 

2005).  

 Ao contrário dos resultados deste trabalho, em que não foram 

encontradas diferenças entre os grupos na expressão de VEGF, estudos in vitro, 

mostraram um aumento significativo da secreção de VEGF em compostos de 

PGA associados ao VB, observando-se in vivo (subcutâneo) o aumento da 
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vascularização. Isto sugere que a presença do VB pode agir na revascularização 

dos tecidos ao redor das partículas, ao estimular a secreção de VEGF e fornecer 

nutrientes e oxigênio para o desenvolvimento dos tecidos neoformados (Day et 

al.2004a). 

 Estudos avaliando a bioatividade in vitro dos compostos formados à base 

de PLA e PGA associados ao VB observaram a formação de camadas de 

fosfato de cálcio (Ca-O) em sua superfície, sugerindo que a maior concentração 

de VB no polímero foi responsável pela neutralização dos ácidos liberados 

durante a degradação com a conseqüente alcalinização do meio, o que 

influenciou diretamente na adesão, crescimento, diferenciação e migração das 

células (Verrier et al.2004; Yao et al. 2005; Lu et al. 2003, 2005; Yang et 

al.2006). 

 Em poucos espécimes foi possível observar nos defeitos criados 

cirurgicamente, a permanência do copolímero de PLGA ou sua associação ao 

VB, isto provavelmente ocorreu porque a composição química do composto 

obtido favoreceu a rápida degradação por hidrólise, imediatamente após o 

contato com os fluidos tissulares. 

 A alta absorção de água pelos copolímeros de PLGA pode facilitar a 

hidrólise do material através da interação entre as moléculas de água e a matriz 

do polímero, levando a uma degradação mais rápida. Dessa forma, o VB pode 

agir como uma proteção à hidrólise, retardando o processo de decomposição 

(Verrier et al. 2004). 



�������������������������������������������������������������������������������������������������������	������
������66�����������

 A proporção entre o PLA e PGA também pode influenciar na velocidade 

de degradação do copolímero de PLGA, pois devido ao PLG apresentar-se 

menos estável que o PLA, quanto maior a sua quantidade, mais rápida a 

degradação do biomaterial ( Rezende & DueK 2003). 

 A adição do vidro bioativo melhorou as características do biomaterial de 

PLGA, no entanto, acredita-se que seja necessário aumentar a proporção de 

vidro bioativo adicionada a este copolímero, para que se atinja a proporção ideal 

de acordo a área receptora (tecidos moles ou ósseo), aproveitando ao máximo 

suas vantagens no processo de regeneração e impedindo que concentrações 

muito altas do VB aumentem a porosidade do composto formado (Yang et al. 

2006; Day et al. 2004a). 

 Apesar do PLGA ser indicado clinicamente como biomaterial na 

engenharia tecidual, características como a baixa resistência mecânica, 

porosidade e propriedades hidrofóbicas da superfície podem limitar seu uso, no 

entanto, o tratamento da superfície com materiais naturais ou associação a 

outros materiais pode facilitar a capacidade de adesão, proliferação e 

diferenciação de osteoblastos (Wu et al. 2006).  

 É necessário que mais pesquisas sejam realizadas testando as 

características dos novos materiais, tanto in vitro como in vivo, analisando as 

respostas teciduais que possibilitem ou não sua indicação clínica. 

����
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6 CONCLUSÃO 
����

             iante da metodologia empregada, conclui-se que: 

1) A técnica imunoistoquímica, através da expressão das proteínas, 

apresentou resultados satisfatórios para avaliação das respostas celulares no 

processo de regeneração óssea em defeitos críticos de calvária de ratos;  

2) O vidro bioativo, o copolímero de PLGA e associação do copolímero de 

PLGA ao vidro bioativo, apresentaram-se biocompatíveis, no entanto somente o 

vidro bioativo atuou como material osteocondutor. 

3) O grupo C e VB apresentaram neoformação óssea mais pronunciada, 

no entanto, grande quantidade de partículas do VB permaneceu no defeito nos 

períodos analisados. 

4) O grupo C apresentou imunomarcações positivas mais expressivas 

durante o processo de regeneração óssea de defeitos em calvária nos períodos 

analisados. 

��
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Fig. 1- Ratos machos, com peso corporal 
aproximado de 250 gramas. 

Fig. 2–. Ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar)
acondicionados em gaiolas no Biotério e Centro 
Cirúrgico “Ilídio Teodoro” - UNESP. 

Fig. 3– Cloridrato de Xilazina e Ketamina. Fig. 4 - Anti-sepsia com PVPI.

Fig. 5. Incisão sagital mucoperiostal com lâmina 
nº 15. 

Fig. 6 – Confecção dos defeitos cirúrgicos com 
auxílio de broca trefina. 
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Fig. 7 – Região anatômica da calota craniana. Fig. 8 - Esquema da obtenção dos defeitos 
cirúrgicos de 5 mm de diâmetro. 

Fig. 9 – Ostectomia para obtenção dos defeitos 
cirúrgicos. 

Fig. 10 – Obtenção de dois defeitos cirúrgicos de 
tamanho crítico na calota. 

Fig. 11 – Material de implante utilizado: vidro 
Bioativo (Biogran) ®. 

Fig. 12 – Preparo do vidro bioativo através da 
mistura com soro fisiológico. 
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Fig. 13 – Copolímero de PLGA. Fig. 14 – Copolímero de PLGA associado ao VB.

Fig. 15– Copolímero reduzido ao tamanho dos 
defeitos cirúrgicos . 

Fig. 16 - Preenchimento dos defeitos com 
material de implante (vidro bioativo). 

Fig. 17 – Sutura. Fig. 18 – Antibiótico utilizado. 
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Fig. 19 – Delimitação da Área Total (AT). Fig. 20– Seleção da Área Total (AT). 

Fig. 21 – Seleção da Área de Osso Neoformado 
(AON).

Fig. 22 – Planilha de cálculos e valores.

Fig. 23. Delimitação da Área de Vidro Bioativo 
(AVB). 

Fig. 24 – Seleção da Área de Vidro Bioativo 
(AVB). 
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Figura 25: Resultados histológicos no período de 7 dias. (A) Grupo C: Pequenas espículas 
ósseas neoformadas e tecido conjuntivo com discretos fibroblastos e linfócitos próximos à 
borda do defeito (H.E.; original de 160 X); (B) Grupo C: Fibroblastos e raros macrófagos e 
linfócitos, distantes das bordas do defeito (H.E.; original de 63 X); (C) Grupo VB: Tecido 
conjuntivo entre as partículas do material (H.E.; original de 63X); (D) Grupo VB: Discreta 
neoformação óssea (H.E.; original de 160X) (E) Grupo POLI: Discreta área de neoformação 
óssea (H.E.; original de 63X); (F) Grupo POLI: Tecido conjuntivo com discretos fibroblastos, 
macrófagos e linfócitos (H.E.; original de 160 X); (G e H) Grupo POLIVB: Material de implante 
remanescente e discreta neoformação óssea (H.E., original de 63X). 
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Figura 26: Resultados histológicos no período de 30 dias. (A) Grupo C: Neoformação óssea 
pronunciada recobrindo parcialmente o defeito; (B) Grupo C: Tecido conjuntivo sem 
diferenciação óssea com fibroblastos e vasos sanguíneos; (C) Grupo VB: Remanescentes de 
partículas do material e neoformação óssea discreta junto às bordas; (D) Grupo POLI: Extensas 
áreas ocupadas pelo material (PLGA); (E) Grupo POLI: Defeito cirúrgico com ausência de 
neoformação óssea e recoberto por tecido conjuntivo fibroso; (F) Grupo POLI: Discreta 
neoformação óssea próximo às bordas do defeito; (G) Grupo POLIVB : Delgada faixa de tecido 
conjuntivo fibroso; (H) Grupo POLIVB: Remanescente do copolímero associado ao vidro 
bioativo no centro do defeito (H.E., original de 63X) . 
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A B 

C D 

Figura 27: Imunomarcações positivas para VEGF em células endoteliais distribuídas no centro 
do defeito cirúrgico. Período de 7dias. (A) Grupo C; (B) Grupo VB; (C) Grupo POLI; (D) Grupo 
POLIVB (DAB, original de 160 X). 
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Figura 28: Imunomarcações positivas para Cbfa1 aos 7 e 30 dias (A) Grupo C - 7 d:  
Marcações positivas dispersas na matriz óssea (B) Grupo VB - 7 d: Marcações positivas 
dispersas ao redor das partículas do material; (C) Grupo POLI - 7d: Ausência de 
marcações positivas e presença de um tecido desorganizado; (D) Grupo POLIVB – 7 d: 
Imunomarcações dispersas no tecido conjuntivo; (E) Grupo C – 30 d: Marcações dispersas 
pelo defeito; (F) Grupo VB - 30 d: Marcações expressas em pré-osteoblastos; (G) Grupo 
POLI – 30 d: Ausência de marcações; (H) Grupo POLIVB – 30 d: Ausência de marcações 
(DAB, original de 160 X). 
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Figura 29: Imunomarcações positivas para BMP2 aos 7 e 30 dias (A) Grupo C - 7 d:
Marcações positivas dispersas no centro do defeito; (B) Grupo VB - 7 d: Marcações positivas 
dispersas ao redor das partículas do material, com grande quantidade de marcações 
inespecíficas; (C) Grupo POLI - 7 d: Ausência de marcações no centro do defeito; (D) Grupo 
POLIVB – 7 d: Imunomarcações em áreas semelhantes a ilhotas dispersas no tecido 
conjuntivo; (E) Grupo C – 30 d: Marcações dispersas em áreas de matriz óssea; (F) Grupo 
VB - 30 d: Marcações ao redor das partículas do material; (G) Grupo POLI – 30 d: Tecido do 
centro do defeito apresenta disposição mais organizada e marcações expressas nas bordas 
do defeito; (H) Grupo POLIVB – 30 d: Marcações expressas nas bordas do defeito 
(DAB, original de 160 X). 

A B 

C D 

E F 

G H 
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Figura 30: Imunomarcações positivas para OC aos 7 e 30 dias (A) Grupo C - 7 d: Marcações 
positivas expressas em osteoblastos e osteócitos nas bordas do defeito; (B) Grupo VB - 7 d: 
Marcações positivas expressas em pré-osteoblastos nas bordas do defeito; (C) Grupo POLI - 7 
d: Ausência de marcações; (D) Grupo POLIVB – 7 d: Marcações dispersas nas bordas do 
defeito; (E) Grupo C – 30 d: Marcações positivas em células da linhagem osteoblástica; (F)
Grupo VB - 30 d: Marcações ao redor das partículas do material e no osso pré-existente nas 
bordas do defeito; (G) Grupo POLI – 30 d: Ausência de marcações positivas; (H) Grupo 
POLIVB – 30 d: Ausência de marcações nas bordas do defeito (DAB, original de 160 X). 
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Tabela 2: Escore dos resultados qualitativos da análise imunoistoquímica para 

os grupos estudados, aos 7 e 30 dias pós-operatório. 

PROTEÍNA GRUPO 7 DIAS 30 DIAS 
 C ++++ -- 

VEGF VB ++++ -- 
 POLI ++++ -- 
 POLIVB ++++ -- 
 C ++++++ +++++ 

CBFA1 VB ++++ ++++ 
 POLI + + 
 POLIVB ++++ + 
 C +++++ ++++ 

BMP2 VB ++++ ++ 
 POLI ++ ++ 
 POLIVB ++++ ++ 
 C +++++ ++++++ 

OC VB +++ ++++ 
 POLI ++ + 

 POLIVB ++++ ++ 

ESCORE

Ausente: + 
Muito discreta: ++ 
Discreta: +++ 

Moderada: ++++ 
Pouco intensa: +++++ 

Intensa: ++++++ 



������������������������������������������������������������������������
�0�1�2
�
����
�3��	'�	�
������93����

Anexo E –  Normas  para  Publicação  segundo  o  

      Periódico – “Clinical Oral Implants   Research”         
               

Clinical Oral Implants Research    

Official publication of the European Association for Osseointegration

Edited by:

Niklaus P. Lang 

ISI Journal Citation Reports® Ranking: 2004: 5/48 (Dentistry, Oral Surgery & 

Medicine); 8/42 (Engineering, Biomedical) 

Impact Factor: 2.139  

Author Guidelines 

Download Instructions to Authors as PDF file (size 43 kb). 

Manuscripts should be sent in quadruplet to the editorial address below:  

Clinical Oral Implants Research  

Department of Comprehensive Dental Care  

University of Berne School of Dental Medicine  

Freiburgstrasse 7  

CH-3010 Berne 

Switzerland or to one of the Associate Editors:  



������������������������������������������������������������������������
�0�1�2
�
����
�3��	'�	�
������94����

Dr. Hans-Peter Weber, DDS, DMD  

Harvard School of Dental Medicine  

Department of Periodontology             

188 Longwood Avenue  

 Boston 

 MA 02115 

 USA  

Prof. Dr. DR.H.C. Daniel van Steenberghe, MD, LDS  

Department of Periodontology  

Catholic University of Leuven  

Capucynenvoer 7                      

B-3000 Leuven 

Belgium  

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work has not been 

published before, is not being considered for publication elsewhere and has been read and 

approved by all authors. The submission of the manuscript by the authors means that the 

authors automatically agree to assign exclusive copyright to Blackwell Munksgaard if 

and when the manuscript is accepted for publication. When the manuscript has been 

accepted, the corresponding author will receive a Copyright Assignment Form from the 

editorial office to be returned signed on behalf of all co-authors. You can also download 

the Copyright Assignment Form here.       

 The work shall not be published elsewhere in any language without the written 

consent of the publisher. The articles published in this journal are protected by copyright, 

which covers translation rights and the exclusive right to reproduce and distribute all of 

the articles printed in the journal. No material published in the journal may be stored on 

microfilm or videocassettes or in electronic databases and the like or reproduced 

photographically without the prior written permission of the publisher.    

 The instructions to authors will be strictly adhered to by the Editor. Manuscripts 

otherwise prepared will be returned to the authors for revision prior to review 



������������������������������������������������������������������������
�0�1�2
�
����
�3��	'�	�
������95 

Acceptable material - Original investigations, reviews, and case reports. The last 

will be published only if they provide new fundamental knowledge and if they use 

language understandable to the clinician. Proceedings of international meetings may also 

be considered for publication at the discretion of the Editor.  

Manuscripts - Provide your manuscript on one newly formatted 3.5-inch floppy disk; 4 

printed, double-spaced copies including figures and tables must accompany the disk. The 

paper manuscript and the file on the disk must be the same. Label the disk clearly with 

the journal name, author and title, file content, computer system (DOS, Windows or 

Macintosh), word processor (Word, WordPerfect etc.) and version used. Do not convert 

your manuscript to ASCII format. Include only the files corresponding to the manuscript. 

Full details of manuscript submission of disk will be sent following notification of 

acceptance of the manuscript. The author is responsible for all statements made in the 

work, including changes made by the copy editor, which must be reviewed in proof. 

Manuscripts must be written in English. All material, including legends and references, 

must be typed double-spaced on only one side of plain white paper, size ISO A4 (210 x 

297 mm), U.S. letter size (8.5 x 11Iinches), with margins of at least 25 mm, or 1 inch. 

Articles should not normally exceed 10 printed pages, including illustrations and 

references. One printed page is the equivalent of 3.8 typed double-spaced pages using a 

12-pitch font (12 characters per inch).Additional pages will be charged to the author(s) at 

the rate of DKK 800 per page. The article should be clearly divided as follows:  

Title page - The first page should contain the title of the article, name(s) of the author(s), 

full first name(s), and institutional affiliation(s), a running title not to exceed 60 letters 

and spaces, and the name, telephone and fax numbers and complete mailing address of 

the author responsible for correspondence. The author must list appropriate key words for 

indexing purposes.  

Abstract - A separate abstract page should contain the name(s) of the author(s) followed 

by initials, title of the article, followed by the abbreviated journal title(Clin Oral Impl 

Res); and an abstract not to exceed 250 words. This should be structured into: objectives - 

material and metods - results - conclusions, and no other information 



������������������������������������������������������������������������
�0�1�2
�
����
�3��	'�	�
������96����

Introduction - Summarise the rationale and purpose of the study, giving only strictly 

pertinent references. Do not review existing literature extensively. State clearly the 

working hypothesis.  

Material and methods - Material and methods should be presented in sufficient detail to 

allow confirmation of the observations. Published methods should be referenced and 

discussed only briefly, unless modifications have been made. Indicate the statistical 

methods used, if applicable.  

Results - Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations. 

Do not repeat in the text all data in the tables and illustrations. The important 

observations should be emphasised.  

Discussion - Summarise the findings without repeating in detail the data given in the 

Results section. Relate your observations to other relevant studies and point out the 

implications of the findings and their limitations. Cite other relevant studies.  

Acknowledgements - Acknowledge persons who have made substantive contributions to 

the study. Authors are responsible for obtaining written permission from everyone 

acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and 

conclusions. Sources of financial support may be acknowledged.  

Short communications -Short communications, limited to two printed pages including 

illustrations and references, will be considered for rapid publication. Such papers must be 

based on work that is of special importance or has the potential for great impact. Short 

communications need not follow the usual division into Material and methods, etc., but 

should have an abstract.   

References - in the text should quote the last name(s) of the author(s) and the year of 

publication (Black & Miller 1988). Three or more authors should always be referred to 

as, for example, (Fox et al. 1977).  

A list of references should be given at the end of the paper and should follow the 

recommendations in Units, symbols and abbreviations: a guide for biological and 



������������������������������������������������������������������������
�0�1�2
�
����
�3��	'�	�
������97��

medical editors and authors (1988), p. 52, London: The Royal Society of Medicine.a) 

The arrangement of the references should be alphabetical by author's surname.  

b) The order of the items in each reference should be:           

(i) for journal references:                   

name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last 

page numbers.                             

(ii) for book references:                   

name(s) of author(s), year, title of book, edition, volume, chapter and/ or page number, 

town of publication, publisher.  

c) Author's names should be arranged thus: Daniels, J.A., Kelly, R.A. & Til, T.C.  

Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Author's names when 

repeated in the next reference are always spelled out in full.  

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).  

c) The title of the paper should be included, without quotation marks.  

f) The journal title should be written in full, italicised (single underlining on typescript), 

and followed by volume number in bold type (double underlining on typescript), and 

page numbers.  

Examples - Tonetti, M. S., Schmid, J., Hämmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993) 

Intraepithelial antigen-presenting cells in the keratinized mucosa around teeth and 

osseointegrated implants. Clinical Oral Implants Research 4: 177- 186. 

Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978). Some aspects of the intracellular 

breakdown of erogenous and endogenous proteins. In: Segal, H.S. & Doyle, D.J., eds. 

Protein turnover and lysosome function, 1st edition, p. 43. New York: AcademicPress.  

Illustrations - All figures should clarify the text and their number should be kept to a 

minimum. Details must be large enough to retain their clarity after reduction in size. 

Illustrations should preferably fill a single-column width (81 mm) after reduction, 

although in exceptional cases 120mm (double-column) and 168 mm (full page) widths  



������������������������������������������������������������������������
�0�1�2
�
����
�3��	'�	�
������98����

will be accepted. Micrographs should be designed to be reproduced without reduction, 

and they should be dressed directly on the micrograph with a linear size scale, arrows, 

and other designators as needed. Submit at least one original set of illustrations, 

identifying each with a label on the back which indicates the number, author's name, and 

the top. Alternatively, arrange micrographs into plates fitting the space appropriately. 

Copies of the original illustration maybe submitted with the second and third copies of 

the manuscript. Line drawings should be professionally drawn; halftones should exhibit 

high contrast. Figure legends must be typed double-spaced on a separate page at the end 

of the manuscript. Colour illustrations in small numbers may be accepted free of charge 

to the authors at the discretion of the Editor. Otherwise the author must pay for the 

illustrations at a rate to be quoted by the publisher. Authors must submit the original 

colour transparencies and 2 sets of colour prints with the manuscript.  

Tables - Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each 

table on a separate sheet, with titles making them self-explanatory. Due regard should be 

given to the proportions of the printed page.  

Scientific names - Proper names of bacteria should be binomial and should be singly 

underlined on the typescript. The full proper name (e.g., Streptococcus sanguis) must be 

given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first 

letter of the genus (e.g., S. sanguis). If abbreviation of the generic name could cause 

confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e.g., 

streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalised and the 

name is not underlined. Use of two letters of the genus (e.g., Ps. for Peptostreptococcus) 

is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names 

should be used instead of proprietary names. If a proprietary name is used, it must be 

attached when the term is first used.  

Abbreviations and symbols - The symbol % is to be used for percent, h for hour, min 

for minute, and s for second. In vitro, in vivo, in situ and other Latin expressions are to be 

italicised. Use only standard abbreviations. All units will be metric. Use no roman 

numerals in the text. In decimals, a decimal point and not a comma will be used. Avoid 



������������������������������������������������������������������������
�0�1�2
�
����
�3��	'�	�
������99����

abbreviations in the title. The full term for which an abbreviation stands should precede 

its first use in the text unless it is a standard unit of measurement. In cases of doubt, the 

spelling orthodoxy of Webster's third new international dictionary will be adhered to.  

Author material archive policy - Please note that unless specifically requested, 

Blackwell Publishing will dispose of all hardcopy or electronic material submitted two 

months after publication. If you require the return of any material submitted, please 

inform the editorial office or production editor as soon as possible if you have not yet 

done so.

Proofs - Page proofs only will be sent. Only minor corrections are allowed without extra 

cost.  

Offprints - The senior authors are given 50 offprints of their article. Additional offprints 

can be ordered from the publisher by using the offprint order form accompanying the 

proofs when page proofs are returned. 


	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS, FIGURAS, TABELAS, GRÁFICOS, ANEXOS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS E GRÁFICOS
	LISTA DE ANEXOS

	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	2 PROPOSIÇÃO
	3 MATERIAL E MÉTODO
	4 RESULTADOS
	5 DISCUSSÃO
	6 CONCLUSÃO
	BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS



