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Resumo: A neoformação óssea em defeitos críticos em calvária de ratos depende fortemente das 

propriedades osteocondutoras dos enxertos e biomateriais. Ainda é controverso se os 

biomateriais podem substituir os enxertos de osso autógeno e se a suplementação dos 

biomateriais com Proteínas Ósseas Morfogenéticas (BMPs) é necessária para melhorar a 

formação óssea. Examinamos defeitos críticos em calvária de ratos (5 mm de diâmetro) tratados 

com β-tricálcio fosfato (TCP; Cerasorb ® M), gel de ácido polilático e poliglicólico (PLA/PGA; 

Fisiograft®) e cimento de fosfato de cálcio (CPC; Norian® CRS®), isoladamente ou na presença 

de 5μg de BMP-2 após 45 dias. Defeitos tratados com enxerto de osso autógeno particulado e 

defeitos não tratados serviram como controle. A formação óssea foi avaliada com base na análise 

de μCT, análise histomorfométrica e análise de fluorescência. Nós relatamos que o TCP apoia a 

formação óssea de forma mais eficiente do que o enxerto de osso autógeno particulado. 

A formação óssea na presença de TCP sozinho atingiu um nível máximo de neoformação óssea, 

enquanto que a suplementação de BMP-2 falhou em melhorar a neoformação óssea. Em 

contrapartida, não houve diferença significativa na formação óssea quando o PLA / PGA e o 

CPC foram comparados ao enxerto autógeno. Além disso, a presença de BMP-2 não alterou 

substancialmente as propriedades osteocondutoras de PLA/PGA ou de CPC. Conclui-se que as 

propriedades osteocondutoras do TCP são superiores aos dos enxertos autógenos e que o TCP 

não exige suplementação de BMP-2. Nossos resultados também mostram que a diminuição da 

capacidade osteocondutora do PLA/PGA e do CPC não podem ser superadas pela suplementação 

de  BMP-2 em defeitos de calvária de ratos. 

Palavras-Chaves: Modelo animal; regeneração óssea, BMP (proteína óssea morfogenética); 

cimento de fosfato de cálcio; ácido polilático; engenharia de tecido ósseo.  
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Abstract: Bone formation in critical-sized calvaria defects is strongly dependent on the 

osteoconductive properties of grafts. It remains a matter of controversy whether biomaterials can 

replace autografts and whether the supplementation of biomaterials with Bone Morphogenetic 

Proteins (BMPs) is necessary to enhance bone formation. We examined rat calvaria critical-sized 

defects (5mm diameter) treated with β-tricalcium phosphate (TCP; Cerasorb® M), polylactic and 

polyglycolic acid gel (PLA/PGA; Fisiograft®) and calcium phosphate cement (CPC; Norian® 

CRS®), either alone or in the presence of 5μg of BMP-2 after 45 days. Autografts and untreated 

defects served as controls. Bone formation was evaluated based on μCT analysis, 

histomorphometric analysis and fluorescence analysis. We report that TCP supported bone 

formation more efficiently than did autografts. Bone formation in the presence of TCP alone 

reached a maximal level, as BMP-2 supplementation failed to enhance bone formation. By 

contrast, no significant difference in bone formation was observed when PLA/PGA and CPC 

were compared to autografts. Moreover, the presence of BMP-2 did not substantially change the 

osteoconductive properties of PLA/PGA or CPC. We conclude that the osteoconductive 

properties of TCP are superior to those of autografts and that TCP does not require BMP-2 

supplementation. Our findings also show that the decreased osteoconductive properties of 

PLA/PGA and CPC cannot be overcome by BMP-2 supplementation in rat calvaria defects. 

 

Keywords: Animal model; bone regeneration; BMP (bone morphogenetic protein); calcium 

phosphate cement; polylactic acid; bone tissue engineering. 
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Introdução 

O uso de biomateriais em vez de enxerto ósseo autógeno é uma esperança à muito tempo 

em cirurgia reconstrutiva [1]. Os biomateriais podem fornecer uma matriz osteocondutora que 

guia a formação de tecido ósseo no interior do defeito ou da área enxertada. Melhorar as 

propriedades osteocondutoras dos biomateriais é uma tarefa importante na pesquisa e na 

indústria de biomateriais. Não é de surpreender que os biomateriais são suplementados com 

fatores de crescimentos para aprimorar o processo de formação óssea e, assim, a consolidação do 

biomaterial. A principal tarefa, no entanto, reside na criação de um biomaterial com propriedades 

osteocondutoras favoráveis que são semelhantes ou mesmo superiores aos enxertos ósseos 

evitando a necessidade da suplementação de fatores de crescimento. 

 Os fatores de crescimento, incluindo as proteínas ósseas morfogenéticas (BMPs), podem 

apoiar o processo de formação óssea, no entanto, as preocupações sobre a sua utilização têm sido 

levantadas. Por exemplo, nem sempre é evidente que exista uma melhora do processo de 

neoformação óssea que justifique os altos custos do biomaterial e também os possíveis efeitos 

colateriais da associação de fatores de crescimento aos biomateriais. O FDA aprovou a 

combinação de BMPs ao colágeno para aplicações ortopédicas [2] e odontológicas [3]. No 

entanto, as combinações de outros biomateriais com BMPs ainda não foram aprovadas [1, 4-5]. 

Tentativas iniciais para identificar carreadores apropriados para BMPs foram realizadas 

com grandes expectativas. Por exemplo, o TCP [6-7], PLA/PGA [8-9] e cimento de fosfato de 

cálcio [10-11] foram testados devido às suas capacidades de manter as propriedades 

osteoindutoras da BMP-2 em modelos pré-clínicos. No entanto, as conclusões desses estudos não 

são convincentes, pois a formação óssea não é necessariamente reforçada pela suplementação de 

BMP-2 [7, 9, 11-12]. Assim, nem todos os biomateriais suportam as propriedades osteoindutoras 
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da BMP-2. Atualmente ainda não está claro qual dos três biomateriais disponíveis no mercado 

(TCP, Cerasorb® M; PLA/PGA; Fisiograft®; CPC, Norian® CRS®) permite a máxima 

formação óssea e se a sua suplementação com BMP-2 provoca um aumento substancial na 

neoformação óssea no defeito ósseo.  

Os modelos animais têm sido a base de estudo do impacto de biomateriais carreagados 

com BMP-2 na neoformação óssea [13]. Há um consenso de que a prova de estudos deve seguir 

o princípio da árvore filogenética, começando com modelos roedores [14]. A calota craniana de 

ratos é exemplar, para uso em modelo de defeitos ósseos de tamanho crítico em que a BMP-2 

pode exercer sua capacidade osteoindutora [9, 15-16]. Mesmo que este seja um defeito de 

modelo ortotópico, as bordas entre o tecido ósseo da calvária e o biomaterial residual prevêem 

uma situação desafiadora para a neoformação óssea em abranger toda a extensão do defeito. 

Outra vantagem do modelo de calvária de ratos é a sua reprodutibilidade e a capacidade de 

avaliar o resultado do estudo com base na análise histomorfométrica de micro tomografia 

computadorizada (μCT) e análise histomorfométrica padrão, mantendo a variação interna 

experimental baixa [14]. Estes argumentos suportam a utilização deste modelo em nosso estudo. 

No presente estudo, comparamos as propriedades osteocondutoras do enxerto autógeno 

particulado e de três biomateriais associados ou não à BMP-2 em defeitos críticos em calvária de 

ratos por meio de análise histomorfométrica de μCT, análise histomorfométrica padrão e análise 

de microscopia de fluorescência. 
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Material e Métodos 

Desenho de estudo e ética 

Vinte ratos Wistar (90 dias de idade) foram adquiridos do Centro de Animais da 

Universidade Estadual Paulista e mantidos a uma temperatura de 22 ° C em um ciclo de 12 horas 

claro/12-h escuro com livre acesso à água e ração para roedores. Um total de 40 defeitos críticos 

em calvária (5 mm de diâmetro) foram divididos aleatoriamente em 8 grupos experimentais, com 

um total de 5 defeitos por grupo experimental (n = 5). Os grupos experimentais foram os 

seguintes: [1] 500-1000 μm de β- tricálcio fosfato (TCP) (Cerasorb ® M, Curassan Ltd., 

Alemanha) [2]; TCP acrescido de 5 μg de BMP-2 (R & D Systems, Inc., Minneapolis , MN, 

EUA) [3]; gel de ácido polilático e poliglicólico (PLA / PGA) (Fisiograft ®, Ghimas SPA, Itália) 

[4] PLA / PGA associado a BMP-2 [5]; cimento de fosfato de cálcio (CPC) (Norian® SRC®, 

Craniofaciais Repair System®, Alemanha), e [6] CPC associado a BMP-2. Os outros dois grupos 

experimentais foram o controle não tratado [7] e o controle enxerto de osso autógeno particulado 

[8]. O presente estudo respeitou os princípios de cuidados com animais de laboratório e as leis 

nacionais sobre o uso de animais. O estudo foi autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal da Universidade Estadual Paulista, Brasil (protocolo n º 2008-004517). 

 

Procedimentos cirúrgicos e marcações com fluorocromo  

Após anestesia geral com xilazina (0,03 ml/100 g de peso corporal [pc] / intraperitoneal 

[ip]; Dopaser ® Laboratórios Calier SA, Barcelona, Espanha) e ketamina (7 μl / kg pc / ip; Fort 

Dodge Saúde Animal Ltda, Brasil ), a calvária dos animais foram tricotomizadas e desinfectadas 

com iodeto de polivinilpirrolidona (Indústria Química e Farmacêutica Rioquímica Ltd, Brasil). 

Após técnicas de assepsia, foi feita uma incisão através da pele da calota craniana e periósteo, e 
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retalhos de espessura total foram refletidos. Sob copiosa irrigação com solução salina estéril, 

dois defeitos ósseos de 5 mm de diâmetro foram preparados com uma broca trefina (3i Implant 

Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) em cada animal, um defeito em cada região 

parietal. Os defeitos foram tratados como descrito acima, posteriormente o periósteo foi 

reposicionado e suturado com fio de sutura de ácido poliláctico (Vycril 5,0, Ethicon, Johnson 

Prod., São José dos Campos, Brasil). A pele foi suturada com fio de náilon (náilon 5.0, 

Mononylon, Ethicon). Todos os animais receberam dose única de 20.000 UI de penicilina G 

benzatina (Pentabiótico, Veterinário Pequeno Porte, a Fort Dodge Saúde Animal Ltda, 

Campinas, Brasil) por via intramuscular. Os ratos receberam 20 mg / kg de peso corporal de 

calceína (verde) e alizarina (vermelho) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) nos dias 15 e 30 

pós-operatório, respectivamente. Os ratos foram sacrificados por overdose anestésica aos 45 dias 

após o procedimento cirúrgico. 

 

Processamento das amostras 

As partes relevantes das calvárias foram removidas e fixadas em solução neutra 

tamponada de formalina 4%. As calvárias foram divididas ao meio usando uma serra de alta 

precisão (Exakt Apparatebau, Norderstedt, Alemanha). As amostras foram desidratadas em 

ordem crescente de álcoois e incluídas em resina fotopolimerizável (Technovit 7200 VLC + 

BPO, & Co. Kulzer, Hanau, Alemanha). Os blocos foram digitalizados com um sistema de micro 

tomografia computadorizada - μCT (vivaCT 75, Scanco Medical AG, Basserdorf, Suíça), 70 mA 

kV/114 com um tempo de integração de 1x380 ms em alta resolução (pixels = 21x21 mm). Os 

blocos foram processados com auxílio do equipamento de corte e polimento Exakt (Exakt 

Apparatebau) de acordo com método padronizado [17]. Os cortes foram preparados, em paralelo 
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à sutura sagital e reduzido a uma espessura de cerca de 40 μm, antes de serem corados com 

corante de Levai-Laczko. 

 

Análise histomorfométrica 

As análises foram realizadas a cego. Os cortes corados foram examinados por 

microscopia de luz (Nikon Microphot-FXA, Nikon, Tóquio, Japão), e as imagens foram obtidas 

com uma câmera digital (Nikon DXM 1200) juntamente com um palco motorizado (Märzhäuser 

Wetzlar GmbH & Co KG, Wetzlar Steindorf, Alemanha). Fotos individuais foram montadas para 

gerar imagens de toda a extensão histológica (Lucia G 4,71, Laboratório Imaging Ltd, Brno, 

República Checa) em uma resolução de 890 pxl / mm. A análise foi restrita à área entre as 

extremidades das duas bordas do defeito ósseo. Baseado em imagens de forma interativa 

desenhada em cores falsas (Adobe Photoshop, Adobe, San Jose, CA, EUA), o tecido ósseo e os 

substitutos ósseos foram medidos com software para histomorfometria (Definiens Developer 7, 

Munique, Alemanha). Medições bidimensionais do fechamento do defeito (μCT DC) e medições 

tridimensionais da quantidade de volume de tecidos mineralizados (osso neoformado + 

biomaterial) (μCT MV / TV) foram calculadas a partir das amostras de μCT. O volume de tecido 

mineralizado por volume total de tecido (MV / TV), o volume de tecido ósseo neoformado no 

interior do defeito [volume ósseo (BV), em mm2, volume de tecido ósseo neoformado por 

volume total de tecido (BV / TV)], o volume de substituto ósseo no defeito [volume de substituto 

ósseo (SV) em mm2 e volume substituto ósseo por volume de tecido (SV / TV)] foram 

calculados a partir das amostras histológicas. As análises qualitativas das marcações de 

fluorocromo foram realizadas com o auxílio de um microscópio de epifluorescência Microphot-

FXA Nikon (Nikon, Tokyo, Japan). 
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Análise Estatística 

Os dados foram analisados com comparações múltiplas de médias por contrastes de 

Tukey. Diferença estatisticamente significativa foi atribuída ao nível de P <0,05. 

 

Resultados 

Análise de Micro-CT 

Imagens bidimensionais da vista por cima da calvaria fornecem informações sobre o 

fechamento do defeito ósseo em geral. O fechamento completo do defeito foi observado apenas 

no grupo β-tricálcio fosfato (TCP) e TCP suplementado com BMP-2. Os grupos de osso 

autógeno particulado (AG), acido polilático e poliglicólico (PLA/PGA ou PL/PG) e cimento 

fosfato de cálcio (CPC) não foi observado fechamento completo do defeito. Além disso, nas 

amostras em que o PLA/PGA e CPC foram suplementadas com BMP-2, também, não observou 

fechamento completo do defeito ósseo (Figura 1 e Figura 1 supplemento ). 

Seguidamente, foi realizada uma análise quantitativa tri-dimensional da quantidade de 

tecido mineralizado (biomaterial + tecido ósseo neoformado) no defeito ósseo. A análise revelou 

que o grupo osso autógeno particulado (AG), TCP sozinho, e TCP suplementado com BMP-2 

tiveram uma tendência maior para formação de tecido mineralizado do que os grupos PLA/PGA 

e CPC, mesmo quando suplementados com BMP-2 (Figura 2). Importante, não foram observadas 

diferenças significativas quando os defeitos apresentam osso autógeno particulado, TCP sozinho 

ou TCP suplementado com BMP-2 foram comparados entre si. Em geral, estes dados fornecem a 

primeira evidência de que o TCP sozinho e TCP suplementado com BMP-2 desempenharam 

semelhante ao enxerto ósseo autógeno. 
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Análise quantitativa e qualitativa da histologia 

Para entender melhor as propriedades osteocondutoras dos biomateriais, as análises 

histológicas foram realizadas. Como esperado a partir da análise de micro-CT, o local do defeito 

ósseo originalmente tratado com TCP foi totalmente preenchido por um conglomerado de 

biomateriais e osso neoformado. Remanescentes de TCP eram visíveis e estavam em íntimo 

contato com o tecido ósseo. Além disso, no grupo TCP combinado com BMP-2, as observações 

foram semelhantes. Defeitos que foram preenchidos com PLA/PGA não apresentaram 

biomaterial residual, apenas um tecido conjuntivo fino fechando o defeito ósseo. Neste grupo, a 

suplementação com BMP-2 pode ter favorecido a formação óssea, o que foi observado em 

algumas amostras. CPC também apresentou propriedades osteocondutoras, mas os defeitos não 

foram totalmente preechidos por tecido ósseo. A análise histológica também fornece a impressão 

de que a suplementação com BMP-2 aumentou a degradação do CPC, o que foi confirmado 

histomorfometricamente. Como esperado, nenhuma formação óssea substancial foi observada 

nos defeitos do grupo controle (coagulo), enquanto o grupo osso autógeno particulado resultou 

no fechamento dos defeitos originais (Figura 3). 

Exames histomorfométricos mostraram que o volume total de tecido mineralizado 

(biomaterial + osso neoformado) reflete os resultados da análise de micro-CT 3-dimensional 

(Figura 4). Novamente, o TCP resultou em maior volume de tecido mineralizado comparado ao 

grupo PLA / PGA (independente da presença de BMP-2), mas este apresentou quantidade de 

tecido mineralizado semelhante ao grupo CPC (independente da presença BMP-2) e ao grupo 

enxerto autógeno particulado. Resultados similares foram observados para o grupo TCP 

suplementado com BMP-2. Juntos, estes dados sugerem que o TCP apresenta propriedade 

osteocondutora favorável neste experimento. 
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O próximo passo foi de distinguir entre tecido ósseo neoformado e biomaterial residual 

no local do defeito. O grupo TCP apresentou maior volume de tecido ósseo neoformado que os 

outros grupos (PLA / PGA, CPC, enxerto autógeno particulado e as respectivas combinações 

com BMP-2). A suplementação com BMP-2 não alterou os valores absolutos (BV) e relativos 

(BV / TV) da neoformação óssea para todos os biomateriais testados. Eventualmente, uma 

tendência para um efeito positivo da BMP-2 foi observada com PLA / PGA. Curiosamente, a 

formação de tecido ósseo neoformado foi semelhante no grupo controle (coagulo – EC) e grupo 

enxerto ósseo particulado. Assim, o TCP apoia a formação de tecido ósseo neoformado mais 

eficiente do que os outros biomateriais e mais eficientemente do que o osso autógeno particulado 

(Figura 5a,b). 

Quando se avalia a degradação do biomaterial, um efeito torna-se óbvio, a suplementação 

do CPC com BMP-2 suporta a degradação do biomaterial, que não foi o caso dos grupos TCP e 

PLA / PGA. Estes dados sugerem que a BMP-2 não melhorou efetivamente a neoformação 

óssea, mas aumentou a degradação do CPC (Figura 5c,d). 

 

Coloração por fluorescência 

Para compreender o impacto de biomateriais no processo ativo da consolidação do 

enxerto, a neoformação óssea foi marcada com fluorocromos. De acordo com a análise 

morfológica, a formação óssea, como indicada pela coloração verde e vermelha, foi evidente e 

ocorreu ao longo dos defeitos preenchidos com o TCP, independente da presença de BMP-2. 

Defeitos contendo PLA / PGA apresentaram apenas marcação fraca, que foi congruente com a 

análise morfológica, e nenhum efeito da suplementação com BMP-2 foi observada. A coloração 

por fluorescência também ocorreu em defeitos preenchidos com o CPC, mas por inspeção visual, 
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mais fluorocromo foi incorporado em amostras contendo BMP-2. Além disso, o padrão de 

coloração indica maior remodelação com BMP-2 do que nos respectivos controles CPC. A 

distribuição da coloração verde e vermelha indica que a formação óssea ocorreu de forma 

contínua entre os dias 15 e 30 dias pós-cirúrgicos, independente do biomaterial, porém ocorreu 

de forma mais eficaz nos grupos TCP e TCP + BMP-2 (Figura 6). Imagens de maior aumento 

destacam o fato de que os achados histológicos e a os achados da coloração com fluorocromos 

são congruentes. Estas análises detalhadas fornecem uma visão sobre as propriedades 

osteocondutoras do TCP e da falta de mudanças visíveis após a adição de BMP-2 (Figura 7). 

 

Discussão 

A BMP-2 é considerada um fator osteoindutor que melhora o processo de consolidação 

do biomaterial. No entanto, a BMP-2 é aplicada com uma esponja de colágeno, que não há 

propriedade de manutenção de espaço. Assim, novos conceitos focam o processo de 

mineralização e as propriedades osteocondutoras dos biomateriais para servir como carreadores 

de BMP-2. No entanto, surgem dúvidas, de qual biomaterial é adequado para servir como 

carregador da BMP-2 e se a suplementação de biomaterial com BMP-2 oferece uma vantagem 

substancial para o processo global da consolidação do biomaterial. Este estudo em ratos 

demonstrou que as propriedades osteocondutoras do TCP ocorreram de forma mais favorável em 

relação ao PLA / PGA, CPC e ao enxerto de osso autógeno particulado. Além disso, este achado 

principal foi independente da presença de BMP-2. Especificamente, os resultados do nosso 

estudo sugerem fortemente que o TCP sozinho induz a completa mineralização dos defeitos de 

tamanho crítico em calvárias de ratos. Assim, o TCP é um biomaterial eficaz, porque o 

fechamento completo do defeito ósseo pode ser alcançado aos 45 dias pós-operatórios. 
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Nossos resultados são importantes porque o TCP desempenhou melhor do que os outros 

dois biomateriais, assim como do que o enxerto de osso autógeno particulado. Se considerarmos 

que a coleta do enxerto autógeno está associada com morbidade do sítio doador e tem o 

inconveniente de quantidades limitadas de material disponível, nossos resultados sugerem que o 

TCP pode servir como uma alternativa ao enxerto de osso autógeno particulado, pelo menos nas 

condições experimentais propostas. Nossos resultados também são importantes porque as 

propriedades osteocondutoras do TCP não foram reforçadas com a adição de BMP-2, um fator 

de crescimento que é caro e que está associado à efeitos colaterais. Assim, nossos dados sugerem 

que não é necessário ou mesmo útil fazer a complementação do TCP com BMP-2, nas condições 

experimentais propostas. Estes dois achados importantes apoiam a afirmação de que nós 

identificamos um biomaterial disponível, que é aprovado para aplicações clínicas específicas e 

que promove a neofomação óssea em um local de defeito cirúrgico. 

O achado de que o TCP foi melhor que o enxerto de osso autógeno particulado no 

modelo de calvária de ratos está pelo menos parcialmente de acordo com estudos anteriores da 

literatura que mostram que o TCP e o enxerto de osso autógeno igualmente apóiam a 

neoformação óssea [13, 18-20]. Também, a literatura mostra que o TCP associado ao osso 

autógeno particulado apresentou melhor desempenho que o osso autógeno particulado sozinho 

[21], suportando a potente propriedade osteocondutora deste biomaterial. Também, a 

suplementação de BMP-2 ao TCP, na dose utilizada neste estudo (5 μg) e na dose ainda maior 

(15 μg), apresentou resultados semelhantes ao enxerto autógeno [7]. Este achado é consistente 

com nosso estudo, onde se observou que o TCP associado à BMP-2 não melhora a formação 

óssea. Apenas TCP carregado com uma dose muito maior de BMP-2 apresentou um aumento 

satisfatório na formação óssea em relação ao TCP sozinho [6-7, 22]. Além disso, a 
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suplementação de paratormonio ao TCP não melhora a formação óssea em relação ao TCP 

sozinho [23]. 

O CPC por si só não é superior ao enxerto de osso autógeno, que está de acordo com 

estudos anteriores [24]. Por outro lado, CPC e PLA / PGA carregados com BMP-2 não 

melhoraram a neoformação óssea, em contraste com estudos anteriores que mostraram melhores 

resultados após a suplementação com BMP-2, porém, os efeitos observados são dose dependente 

[08-12]. Estudos anteriores em conjunto com nosso estudo sugerem que o TCP é um biomaterial 

que pode executar tão bem, ou melhor, do que o enxerto de osso autógeno particulado. A 

relevância clínica destes resultados é baseada no uso mundial do TCP, do PLA / PGA e do CPC 

como alternativas ao enxerto autógeno. É provável que as propriedades osteocondutoras desses 

biomateriais não sejam substancialmente (caso exista) afetadas pelo local do defeito. Este achado 

sugere que, em um cenário clínico, o TCP pode fornecer favoráveis propriedades de 

osteocondução. Também, de potencial importância clínica é o fato de que as propriedades 

osteocondutoras do TCP não puderam ser aprimoradas com a dosagem indicada de BMP-2, 

sugerindo que não são necessários esforços adicionais para melhorar o parâmetro de evolução 

clínica da neoformação óssea. 

Considerando as limitações deste estudo, estes achados são baseados em um modelo 

experimental em calvária de ratos, que não representa totalmente todos os defeitos humanos. 

Mesmo que as calvárias de ratos são de tamanho crítico e as condições para a neoformação óssea 

são mais severas, o local do defeito é limitado a 5 mm de diâmetro, o qual pode ser menor do que 

os defeitos que acometem os seres humanos. Além disso, o suprimento vascular e a presença de 

células osteoprogenitoras são fatores favoráveis da calvária de ratos, que não é o caso em 

pacientes idosos que apresentam comprometimento da capacidade de regeneração óssea. Assim, 



29 
 

 
 

não se pode excluir que a suplementação de TCP e outros biomateriais com BMP-2 podem 

apresentar um efeito benéfico no processo de consolidação óssea. No nosso modelo experimental 

a regeneração óssea foi considerada normal. Outra limitação do nosso estudo é o desenho do 

estudo. Nós selecionamos um período de observação de apenas cinco defeitos por grupo 

experimental. No entanto, as diferenças entre os grupos foram grandes, permitindo realizar uma 

análise estatística. As limitações de nosso estudo fornecem uma base para futuros estudos. 

Baseado em nossos achados, estudos futuros deverão avaliar se o TCP apresenta resultados 

satisfatórios sem a suplementação de BMP-2 em modelos experimentais com comprometimento 

da regeneração óssea,  por exemplo, os casos de ratas ovarectomizadas, diabetes e os ratos 

tratados com glicocorticóides. Além disso, os dados sobre a administração da BMP-2 e períodos 

de observação anterior à 45 dias de pós-operatório pode estender os resultados atuais. Um estudo 

futuro, também deve determinar as propriedades osteocondutoras do TCP sozinho e com 

suplementação de BMP-2 em defeitos ósseos maiores, como aqueles que podem ocorrer nos 

seres humanos.  

 

Conclusão 

Os resultados aqui apresentados indicam que a neoformação óssea atingiu um nível 

máximo quando os defeitos de calvária de ratos foram preenchidos com TCP. Nem PLA / PGA, 

nem CPC sozinhos e nem os biomateriais na presença de 5μg de BMP-2 puderam melhorar os 

resultados observados com o TCP sozinho. Novos estudos devem ser realizados com o TCP para 

desvendar o potencial osteocondutor deste biomaterial na regeneração óssea. 
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Figuras 

 

Figura 1 - Imagens da micro-CT dos defeitos em calvária de ratos tratados e não tratados: 

defeitos calvária aos 45 dias pós-operatórios foram escaneados usando micro-CT. Imagens 

representativas indicam que o fechamento completo do defeito nos grupos TCP, TCP+BMP-2 e 

grupo osso autógeno particulado (autograft). TCP: beta-tricalcio fosfato. Plus: mais; PLA/PGA: 

acido polilático e poliglicólico; CPC: cimento de fosfato de cálcio; empty control: grupo controle 

não tratado; autograft:grupo osso autógeno particulado. 

 



35 
 

 
 

 

 

Figura 1 suplemento - Análise quantitativa de micro-CT dos defeitos da calvária de ratos: O 

fechamento total do defeito foi observado apenas no grupo TCP e no grupo TCP suplementado 

com BMP-2, mas não nos outros grupos tratados. A análise estatística indicou significância 

estatística * P <0,05 entre TCP e PL / PG (a), TCP + BMP-2 e PL / PG (b), por comparações 

múltiplas de médias: teste de Tukey. 
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Figura 2 - Análise quantitativa de micro-CT do total de tecido mineralizado (biomaterial + 

tecido ósseo neoformado) por total de tecido dos defeitos da calvária de ratos. As análises 

estatísticas indicaram significância estatística * P <0,05 entre o grupo TCP em relação ao PL / 

PG (a), PL / PG + BMP-2 (b) e grupo controle (EC) (c), e entre TCP + BMP-2 em relação ao PL 

/ PG (d), PL / PG + BMP-2 (e) e EC (f) por comparações múltiplas de médias: teste de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 
 

 

Figura 3 - Imagens histológicas dos defeitos criticos em calvária de ratos tratados e não tratados: 

os defeitos da calvaria aos 45 dias pós-operatórios foram submetidos à análise histológica. 

Imagens representativas indicam que o fechamento completo do defeito foi alcançado apenas nos 

grupos TCP, TCP+BMP-2 e no grupo osso autógeno particulado (autograft). (Coloração: Levai-

Laczko). 
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Figura 4 - A análise quantitativa do total de volume de tecido mineralizado (biomaterial + osso 

neoformado) por unidade de volume do tecido (MV/TV) em defeitos de calvária de ratos: as 

análises histomorfométricas demonstraram que o total de volume de tecido mineralizado do 

grupo TCP foi superior ao volume observado em outros grupos. A análise estatística indicou 

estatisticamente significante *P <0,05 entre TCP e PL / PG (a), PL / PG + BMP-2 (b) e EC (c) e 

entre TCP + BMP-2 e PL / PG (d) e PL / PG + BMP-2 (e). Comparações múltiplas de médias: 

teste de Tukey. 
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Figura 5- Análise quantitativa de osso neoformado e biomaterial residual no local do defeito: as 

análises histomorfométricas mostraram um elevado nível de formação óssea no grupo TCP. a) 

volume ósseo neoformado (BV), b) volume ósseo neoformado/volume total de tecido (BV/TV), 

c) volume de substituto ósseo (SBV), d) volume de substituto ósseo /volume total de tecido 

(SBV/TV). A) Análise quantitativa de BV (mm2) mostrou diferença estatisticamente significante 

(* P <0,05) entre TCP e PL/PG (a), TCP e PL / PG + BMP-2 (b), TCP e CPC (c), TCP e CPC + 

BMP-2 (d), TCP e grupo controle (EC) (e), TCP e grupo de osso autógeno particulado (AG) (f) e 

entre TCP + BMP-2 e PG/PL (g), TCP + BMP-2 e PG/PL+ BMP-2 (h), TCP + BMP-2 e EC (i). 

B) Análise quantitativa dos BV / TV (%) apresentou diferença estatisticamente significante (* P 

<0,05) entre TCP e PL / PG (a), TCP e EC (b), TCP e AG (c) e entre TCP + BMP-2 e PL / PG 

(d). C) e D) Análise quantitativa de BSV (mm2) e BSV / TV (%) apresentou diferença 

estatisticamente significante * P <0,05 entre CPC e CPC + BMP-2. Comparações múltiplas de 

médias: teste de Tukey. 
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Figura 6 - Coloração de fluorescência dos defeitos de calvária de ratos tratados e não tratados: de 

acordo com a análise morfológica, a formação óssea, como indicado pela coloração verde e 

vermelha, apresentou-se coloração forte em todos os defeitos preenchidos com o TCP, 

independente da presença de BMP-2. Defeitos contendo PLA/PGA apresentaram apenas 

coloração fraca, que era congruente com a análise morfológica, e não foi observada diferença 

comparada ao grupo com suplementação de BMP-2. A coloração fluorescente também ocorreu 

em defeitos preenchidos com o CPC, mas por inspeção visual, maior coloração de fluorocromo 

foi incorporada nas amostras contendo BMP-2. Além disso, o padrão de coloração no 

CPC+BMP2 indica maior remodelamento ósseo na presença de BMP-2 do que no CPC. A 

distribuição de coloração verde e vermelha indica que a formação óssea ocorreu de forma 

contínua entre os dias 15 e 30 dias pós-cirurgicos, independente do biomaterial, mas foi mais 

eficaz nos grupos TCP e TCP+BMP-2. 
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Figura 7 - Coloração de fluorescência de alta resolução nos defeitos ósseos de calvária de ratos 

tratados com TCP: os achados histológicos comparados à coloração de fluorocromo são 

congruentes. As áreas onde a formação óssea esta indicada pela coloração vermelho-escuro na 

cortes histológicos também apresentou coloração de fluorocromo verde e vermelho. Estas 

análises detalhadas fornecem um conhecimento mais profundo das propriedades osteocondutoras 

da TCP e da falta de mudanças visíveis após a adição de BMP-2. 
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Figura 8 suplemento – Imagem histológica em maior aumento do grupo TCP.  
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Figura 9 suplemento – Imagens histológicas em maior aumento dos grupos PLA/PGA e 

PLA/PGA + BMP-2. 
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Figura 10 suplemento – Imagens histológicas em maior aumento dos grupos CPC e CPC + BMP-

2. 
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Figura 11 suplemento – Imagem histológica em maior aumento do grupo controle sem 

tratamento. 
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Figura 12 suplemento – Imagens histológicas em maior aumento do grupo osso autógeno 

particulado 
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Figura 13 suplemento – Imagem histológica em maior aumento do grupo osso autógeno 

particulado. 
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