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RESUMO 
 

Atualmente, há controvérsia na literatura sobre qual é a dimensão e 
localização mais adequada de um defeito de calvária a ser considerado como crítico. 
Portanto, o objetivo do presente estudo foi analisar por meio de avaliação 
histométrica, histológica e imunohistoquímica o tamanho ideal de defeitos ósseos 
para cavidades críticas comparando defeitos de 5 e 8mm em calvária de ratos. E 
ainda avaliou se esses defeitos considerados críticos sofrem influência no reparo 
quando associado à uma membrana de colágeno porcino. Foi avaliado os defeitos 
de 5 e 8mm nos períodos de 7, 30 e 60 dias em ratos, com e sem regeneração 
óssea guiada (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, Switzerland). Como resultado 
tivemos na análise histométrica reparação parcial em todos os grupos com maior 
porcentagem de neoformação óssea nos tratados com biomaterial. Concluímos que 
tanto os defeitos de 5mm quanto 8mm podem ser considerados críticos pelo fato de 
não repararem espontaneamente sem intervenção clínica, e a escolha de qual 
dimensão apropriada dependera do material a ser estudado. Ainda que a membrana 
de colágeno porcino auxilia no reparo do defeito ósseo, porém não é o suficiente 
para reparar toda a extensão do defeito ósseo em ambas as dimensões.  

 
 

Palavras chave: Biomateriais, Defeito Critico, Membrana, Regeneração Óssea 
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ABSTRACT 
 

Currently, there is controversy in the literature about the most appropriate 
size and location of a calvarial defect to be considered as critical. Therefore, the aim 
of this study was analyze through histometric, histologic and immunohistochemistry 
the ideal size bone defects for critical cavities comparing 5 and 8mm defects in skulls 
of mice. And yet assessed whether these critics said defects are influenced in the 
repair when associated with one porcine collagen membrane. It evaluated 5 and 
8mm defects on periods 7, 30 and 60 days in rats with and without guided bone 
regeneration (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, Switzerland). As a histometric result 
we noted partial repair analysis in all the groups with the highest percentage of new 
bone formation in the treated biomaterial. We conclude that both 5mm and 8mm 
defects can be considered critical because it does not repair spontaneously without 
medical intervention, and the choice of which appropriate size will depend on the 
material being studied, and although the porcine collagen membrane helps in the 
repair of the bone defect, but it is not enough to fix the entire length of the bone 
defect in both dimensions. 

 
Keywords: Bone Repair, Membrane,  Bone regeneration, Biomaterials. 
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1. INTRODUÇÃO 
Por muito tempo as pessoas procuraram a melhor forma de substituir os 

elementos dentários e, em 1984, Bränemark, conseguiu a comprovação da 

osseointegração por meio dos implantes de titânio, que apresentavam melhores 

propriedades físicas e biológicas. Desde então foram desenvolvidos implantes 

ósseointegráveis (Bränemark et al., 1977). 

Porém muitos pacientes não possuem quantidade óssea suficiente para 

instalação dos implantes osseointegráveis em posição adequada, o que compromete 

o aspecto estético e funcional da reabilitação protética. A partir disso vários estudos 

se iniciaram em busca da melhor maneira de substituição óssea. Basicamente, um 

substituto ósseo deve ter propriedades osteoindutoras, osteocondutoras e 

osteogênicas. O padrão ouro para regeneração óssea ainda são os enxertos 

autógenos, porém, apresentam efeitos adversos como maior morbidade, quantidade 

insuficiente, entre outros. Entre as várias tentativas de um biomaterial osteoindutor e 

osteocondutor como o osso autógeno, surgiu a regeneração óssea guiada, que 

permite o crescimento do tecido ósseo seletivo em um espaço mantidos por 

barreiras de tecido, ou seja, membranas absorvíveis ou não absorvíveis (34, 13). 

Assim, diferentes biomateriais e técnicas cirúrgicas têm sido sugeridas 

para regenerar os defeitos e consequentemente modelos experimentais pré-clínicos 

têm sido amplamente utilizados para investigar suas aplicabilidades. Os defeitos 

críticos em calotas cranianas de ratos são considerados o modelo experimental mais 

utilizado na literatura para avaliação de reparo ósseo. O termo "Defeito Crítico" foi 

primeiramente definido como "o menor tamanho de uma ferida intra-óssea que não 

cicatrize espontaneamente durante a vida do animal em particular" (7). No entanto, 

pelo fato de a maioria dos estudos pré-clínicos terem um limite de tempo para 

avaliação, o termo foi redefinido como "o defeito de tamanho crítico em animais 

refere-se ao tamanho de um defeito que não irá curar ao longo da duração do 

estudo". (8, 9) 

É importante a definição do defeito crítico para o sucesso dos estudos 

com biomateriais que auxiliam na neoformação óssea, como os que proporcionam a 

regeneração óssea guiada, ou seja, as barreiras teciduais, também chamadas de 

membranas. Estas servem como suporte do crescimento celular por possuir uma 

estrutura que permite crescimento, proliferação, migração e diferenciação de tecidos 
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específicos para uma futura implantação (10). As membranas podem ser ou não 

biodegradáveis e possuir propriedades hidrofílicas, químicas, físicas e mecânicas 

necessárias para permitir o crescimento celular (11). 

O Geistlich Bio-Gide® é uma membrana não reticulada de colágeno que é 

extremamente semelhante membranas humanas de colágeno (33). Vascuraliza-se 

homogeneamente durante o processo de cicatrização (12, 13, 14) e levando a uma 

boa integração da membrana com o tecido adjacente. Composta por duas camadas, 

previne invaginaçao de tecido mole para interior do defeito, e guia para regeneração 

óssea (36); Apresenta dupla função - Excelente cicatrização: alta biocompatibilidade 

e menor deiscência se comparado a membranas reticuladas (37); Regeneração 

óssea incólume: inicia-se com um coágulo de sangue e em algumas semanas é 

convertido em tecido osteóide  (41). 

Durante a fase inicial de cicatrização, a membrana garante formação 

óssea eficiente, estabiliza a região aumentada, previne migração de partículas e 

auxilia formação do coagulo. Pode-se obter assim, mais osso e em qualidade 

superior (42, 41), conduzindo maior sobrevida do implante (13, 38, 39, 40) 

 

 

2. PROPOSIÇÃO 
O objetivo desse trabalho é avaliar a formação óssea em dois tamanhos 

de defeitos ósseos: 5 e 8mm, com uso de membrana Geistlich Bio-Gide® associado 

ao coagulo sanguíneo, comparando com defeitos da mesma dimensão apenas 

preenchido com coágulo como o processo de reparo ocorre. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
Para a realização desta pesquisa esse projeto foi aprovado no Comitê de 

Ética e Pesquisa em Animais da FOA sob o número FOA 0966-2015. 

 
3.1. Amostras 

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram utilizados um total de 45 

ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar), machos, adultos (3 a 4 meses), com 

aproximadamente 200g a 300g, os quais foram divididos em três grupos (n=15 por 

grupo, os quais o grupo 5mm foram divididos aleatoriamente em 2 grupos 

equitativos), e submetidos à eutanásia em três momentos do experimento, aos 7, 30 

e 60 dias após a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados 

com ração balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brasil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e 

água ad libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do campus de Araçatuba– 

UNESP. Sendo assim, os grupo coagulo e Bio-Gide, foram divididos em 4 grupos , 

como discriminado a seguir: 

 Grupo Coagulo (GC) – 5mm n= 15 (pareado com GBG – 5mm): Foram 

realizados dois defeitos em 1 único animal sendo que o lado direito foi 

preenchido com coágulo sanguíneo e 5 ratos submetidos à eutanásia em cada 

período para a análise; 

 Grupo Coagulo(GC) – 8mm n= 15: O defeito ósseo de 8mm foi preenchido com 

coágulo sanguíneo sendo 5 ratos submetidos à eutanásia em cada período 

para a análise; 

 Grupo Bio-Gide (GBG) (Bio-Gide®, Geistlich Wolhusen, Switzerland) – 5mm n= 

15 (pareado com GC – 5mm): Foram realizados dois defeitos em 1 único 

animal sendo que o lado esquerdo foi preenchido com coágulo sanguíneo e 

sobre o defeito colocado uma membrana de colágeno porcino, 5 ratos foram 

submetidos à eutanásia em cada período para a análise; 

 Grupo Bio-Gide (GBG) (Bio-Gide®, Geistlich Wolhusen, Switzerland) – 8mm n= 

15: O defeito ósseo crítico foi preenchido com coágulo sanguíneo e sobre o 

defeito colocado uma membrana de colágeno porcino sendo 5 ratos 

submetidos à eutanásia em cada período para a análise. 
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3.2. Cirurgia Experimental 

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

submetidos à sedação por meio da administração 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 campos estéreis, uso de aventais e luvas cirúrgicas estéreis. Foi realizada a 

tricotomia na região da calvária, antissepsia com Polivinil Pirrolidona Iodo 

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

associado ao PVPI tópico (PVPI 10% Riodeine, Rioquímica, São José do Rio Preto) 

e aposição de campos estéreis. Foi realizada incisão linear no sentido occipito-

frontal de aproximadamente 2 (dois) cm, com lâmina n° 15 (Feather Industries Ltda, 

Tokyo, Japão) montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e o 

descolamento total do retalho com descolador tipo Molt (Hu-Friedy, Alemanha) 

(Figura 3.A). Em seguida com auxílio de brocas trefinas de 5 e 8mm (Figura 3.B e 

3.F) 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), foram confeccionado os defeitos cirúrgicos de 

5 e 8mm de diâmetro, sendo que foram realizados dois defeitos na calvaria do 

mesmo animal quando utilizado a trefina de 5mm (Figura 2) e na porção central da 

calvária envolvendo a sutura sagital quando usado trefina de 8mm, mantendo-se a 

Figura 01. Membrana de colágeno porcino 
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integridade da dura-máter (Figura 3.C e 3.D). De 

acordo com os tratamentos propostos os defeitos 

foram preenchidos com coágulo sanguíneo e sobre 

um dos defeitos no grupo de 5mm colocado uma 

membrana de colágeno porcino (Grupo Bio-Gide® – 

n=30) (Figura 3.E). 

          Finalizando o procedimento, os 

tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados 

e suturados em planos empregando-se fio 

reabsorvível (ácido polilático – 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) com pontos interrompidos no plano 

mais externo. 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). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante todo o experimento 

com ração e água ad libitum. Os animais foram submetidos à eutanásia nos 

períodos de 7, 30 e 60 dias pós-operatórios por meio de dose excessiva de 

anestésico.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 02. Corte longitudinal 
do centro da calvária 
representado pela linha 
tracejada em azul. Defeito 
ósseo de 5mm de diâmetro 
criado nos dois lados da 
calvária. 
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3.3. Processamento das Peças 

As calvárias dos ratos serão removidas e fixadas em solução de 

formaldeído 10% durante 48 horas, lavadas em água corrente por 24 horas, 

descalcificadas em EDTA 20% por 5 semanas, desidratadas em sequência de 

álcoois e diafanizadas. Posteriormente, as calvárias serão reduzidas de forma em 

que permanecerão no corte apenas os dois defeitos realizados anteriormente. As 

peças obtidas serão incluídas em parafina separadamente e receberão cortes de 6 

μm de espessura e serão montadas em lâminas. As lâminas serão separadas para a 

coloração em hematoxilina e eosina (HE). 

 

3.4. Análise Histológica 

Após as lâminas serem coradas com HE (Merck & Co. Inc.) as 

mensurações foram realizadas utilizando um microscópio óptico (LeicaR DMLB, 

Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma câmera de captação de imagem (LeicaR 

DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um 

microcomputador Pentium III com um software analisador de imagens digitalizadas 

ImageLab 2000 (Software de Processamento e Análise de Imagens, Ontario, 

Canada).  

A B C 

Figura 03. A. Acesso cirúrgico a calvária. B. Remoção da cortical da região de calvária. C. Trefina de 
8mm. D. Defeitos ósseos de 5mm em região de calvaria. E. Sobreposição de Membrana Bio-Gide 
em defeito de 5mm em região de calvaria de rato. F. Trefina 5mm. 

E F D 
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3.5. Análise Histométrica e Estatística 
Mensurações foram realizadas utilizando um microscópio óptico (Leica R 

DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma câmera de captação de imagem 

(Leica R DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland). Essas imagens foram 

armazenadas como figuras (JPEG), e foram analisadas no programa Image J (NIH, 

Bethesda, ML, USA). Foi avaliada a área total do defeito ósseo e área de 

neoformação óssea. Os dados obtidos nas análises foram transformados em valores 

absolutos de pixels, para valores porcentuais para permitir a aplicação do teste 

estatístico.  

A análise estatística foi realizada utilizando o software Sigma Plot 12.0 

(San Jose, CA, EUA), seguindo um padrão de trabalhos prévios (18, 25, 26). A 

análise compara 2 defeitos com dimensões diferentes em 3 períodos (7, 30 e 60 

dias) e grupo coagulo com grupo de biomaterial com as mesmas dimensões. Foi 

realizada utilizando análise de variância a dois critérios, após ter se realizado teste 

de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e teste de igualdade de variância. A análise 

específica do grupo BiO-Gide (7, 30 e 60 dias) foi realizada utilizando análise de 

variância após ter se realizado teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e teste 

de igualdade de variância. Análises dos períodos de tempo foram realizadas 

utilizando o teste t pareado e empregou-se o teste de normalidade (Shapiro-Wilk). 

Para todas as análises, o teste Tukey foi utilizado como pós-teste. Adotou-se um 

nível de significância de p < 0,05. 
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3.6. Análise Imunohistoquímica 
Foi realizada a inibição da atividade da peroxidase endógena com 

peróxido de hidrogênio, a recuperação antigênica com tampão citrato a 60oC por 20 

minutos, e o bloqueio das reações inespecíficas com leite desnatado e albumina 

bovina durante as incubações dos anticorpos. Foram utilizados o anticorpo primário 

contra VEGF (fator de crescimento vascular endotelial). Ao término das reações foi 

realizada a contra-coloração dos cortes com hematoxilina de Harris. Foram 

realizados controles negativos (pela omissão dos anticorpos primários) para evitar a 

análise de falsos positivos.  

A análise será realizada em microscópio óptico (LeicaR DMLB, 

Heerbrugg, Switzerland) e a intensidade das imunomarcações será determinada 

semiquantitativamente, com escores de 1 a 4, sendo 1 para ausência de 

imunomarcação e 4 para marcação intensa. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Análise Histológica (morfologia) 

Os resultados foram avaliados por meio de microscópio óptico com 

padronização da leitura das lâminas do grupo controle, e grupo Bio-Gide (Bio-Gide®- 

Geistlich Wolhusen, Switzerland). 

 

4.1.1. GRUPO COAGULO (GC) 5 E 8mm- Sem membrana 
7 dias: A citoarquitetura das secções microscópicas aos 7 dias para os 

defeitos a presença de membranas mostrou hipervascularização no osso 

neoformado e já com a presença de atividade fibroblástica (Figura 04 – 5mm; Figura 

05 – 8mm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 05. Grupo Coagulo. 7 dias. 8mm. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por tecido 
conjuntivo. Início de neoformação óssea próximo aos cotos. 

Figura 04. Grupo Coagulo 7 dias. 5mm. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por tecido 
conjuntivo. Início de neoformação óssea próximo aos cotos. 
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30 dias: No período de 30 dias do defeito de 8mm (Figura 06), o Grupo 

coágulo apresentava uma área óssea neoformada maior próximo aos cotos do 

defeito. O espaço entre estes estava preenchido por um tecido conjuntivo frouxo não 

modelado. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

No período de 30 dias do defeito de 5mm (Figura 07), o Grupo Coagulo 

também apresentava uma área óssea neoformada maior próximo aos cotos do 

defeito, porém, O espaço entre estes estava preenchido por um tecido conjuntivo 

frouxo não modelado e pode ser observado pequenas ilhas de osso neoformado 

(Figura 07). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 06. Grupo Coágulo. 30 dias. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por tecido 
conjuntivo. Neoformação óssea próximo aos cotos em direção ao centro do defeito. 

 

Figura 07. Grupo Coagulo. 30 dias. 5mm. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por 
tecido conjuntivo. Neoformação óssea próximo aos cotos em direção ao centro do defeito e 
neoformação óssea no centro do defeito (setas pretas). 
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No grupo Coagulo 30 dias. 8mm. observa-se no aumento de 40x a área 

de osteotomia com os cotos ósseos esquerdo (Figura 08) e direito (Figura 10) com 

discreta neoformação óssea em suas margens. Ao centro do defeito crítico, entre os 

cotos, é possível notar ausência de neoformação óssea com o defeito ósseo 

preenchido por tecido conjuntivo fibroso (Figura 09). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No grupo Coagulo 30 dias. 5mm. observa-se no aumento de 40x a área 

de osteotomia com os cotos ósseos esquerdo (Figura 11) e direito (Figura 13) com 

discreta neoformação óssea em suas margens. Ao centro do defeito crítico, entre os 

cotos, é possível notar presença de neoformação óssea e tecido conjuntivo fibroso 

(Figura 12). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Grupo 
Coagulo(GC). Coto direito. 
30 dias 5 mm. 40X de 
aumento. Discreta 
neoformação indicada pela 

Figura 12. Grupo Coagulo (GC). 
Centro do defeito. 30 dias. 5mm. 
40x de aumento. Formação de 
tecido conjuntivo fibroso indicada 
pelo asterisco e neoformação 
óssea indicada pela seta. 

* 

Figura 13. Grupo Coagulo 
(GC). Coto esquerdo. 30 
dias. 5mm 40X de 
aumento. Discreta 
neoformação indicada 
pela seta. 

Figura 10. Grupo Coágulo 
(GC). Coto esquerdo. 30 
dias. 8mm 40X de aumento. 
Discreta neoformação 
indicada pela seta.                          

Figura 09. Grupo Coagulo 
(GC). Centro do defeito. 30 
dias. 8mm. 40x de aumento. 
Ausência de crescimento 
ósseo. Formação de tecido 
conjuntivo fibroso (T.C). 

Figura 08. Grupo 
Coagulo(GC). Coto direito. 
30 dias 8mm. 40X de 
aumento. Discreta 
neoformação indicada pela 
seta.                        



23 
 

 
 

60 Dias: No período de 60 dias 8mm (Figura 14)  e 5mm (Figura 15) do 

grupo Coagulo observou-se uma maior aproximação dos cotos do defeito, contudo, 

tendo fechado parcialmente. No espaço que ainda restava foi possível observar um 

tecido conjuntivo fibroso. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

Figura 14. Grupo Coagulo. 60 dias. 8mm. HE – imagem panorâmica. Tecido ósseo neoformado 
próximo aos cotos. Área central preenchido por tecido conjuntivo. 

Figura 15. Grupo Coagulo. 60 dias. 5mm. HE – imagem panorâmica. Tecido ósseo neoformado 
próximo aos cotos. Área central preenchido por tecido conjuntivo. 
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4.1.2. GRUPO Bio-Gide® (Geistlich Wolhusen, Switzerland) (GBG) 5 
E 8mm – Com membrana 

 
7 Dias: Nota-se a presença da membrana de colágeno porcino em todo 

defeito preenchido por um tecido altamente vascularizado, sem infiltrado inflamatório 

nos grupos Bio-Gide 5mm e 8mm (Figura 16 e 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Grupo BG. 7 dias. 8mm. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por tecido 
conjuntivo. Início de neoformação óssea próximo aos cotos. 

 

Figura 16. Grupo BG. 7 dias. 5mm. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por tecido 
conjuntivo. Início de neoformação óssea próximo aos cotos. 

 



25 
 

 
 

30 Dias: No tempo operatório de 30 dias em ambos os defeitos nota-se 

uma grande quantidade de tecido ósseo neoformado entremeado por fragmentos da 

membrana de colágeno porcino (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, Switzerland) 

(Figura 18 e 19). 

 

 

 

 

 

 

 

Na observação das lâminas em um aumento de 12.5X e 25X nota-se a 

presença de neoformação óssea a partir dos cotos ósseos e no centro do defeito, 

com a imagem mostrando remanescente da membrana entre a área de tecido ósseo 

neoformado e o tecido conjuntivo organizado sobre a membrana remanescente 

(Figuras 19 A, B e C). 

 

 

 
 

Figura 18. Grupo BG. 30 dias. 5mm. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por tecido 
conjuntivo. Início de neoformação óssea próximo aos cotos. 

Figura 19. Grupo BG. 30 dias. 8mm. HE – imagem panorâmica. Defeito preenchido por tecido 
conjuntivo. Início de neoformação óssea próximo aos cotos. 
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Figura 19.A. Grupo BG. Coto 
esquerdo. 30 dias. 8mm. 
12.5X de aumento. Observou-
se tecido ósseo neoformado 
(TON) do coto (seta preta), 
presença de tecido conjuntivo 
fibroso (T.C) seta azul. 

Figura 19.B. Grupo BG. Coto 
direito. 30 dias. 8mm. 12.5X 
de aumento. Observou-se 
tecido ósseo neoformado 
(TON) do coto (seta preta), 
presença de tecido conjuntivo 
fibroso. 

Figura 19.C. Grupo BG. 
Centro do defeito. 30 
dias. 8mm. 12.5x de 
aumento. Observou-se 
tecido ósseo neoformado 
(TON) do coto (seta 
preta), presença de 
tecido conjuntivo fibroso 
(T.C) (seta amarela), 
membrana 
remanescente (seta 

Figura 20. Grupo BG. Centro do defeito. 30 
dias. 5mm. 12.5x de aumento. Observou-
se tecido ósseo neoformado (TON) do coto 
(seta preta), presença de tecido conjuntivo 
fibroso (T.C) (seta laranja). 

Figura 21. Grupo BG. Coto direito. 30 dias. 
5mm. 12.5X de aumento. Observou-se tecido 
ósseo neoformado (TON) (seta preta) do coto, 
presença de tecido conjuntivo fibroso (TC) (seta 
laranja), membrana remanescente (seta azul). 
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60 Dias: O grupo BG 8mm de 60 dias, tem a imagem da neoformação 

óssea no coto esquerdo, coto direito e centro do defeito semelhantes às dos animais 

sacrificados com 30 dias, mas com imagem mais nítida de tecido ósseo neoformado 

preenchendo praticamente toda a cavidade (Figura 22), assim como grupo BG 5mm 

(Figura 23). Verifica-se também a presença de membrana remanescente (Figura 23). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 22. Grupo BG. 60 dias. 8mm. HE – imagem panorâmica. Neoformação óssea dos cotos em 
direção a porção central. Área central preenchido por tecido conjuntivo. 

 

Figura 23. Grupo BG. 60 dias. 5mm. HE – imagem panorâmica. Neoformação óssea dos cotos em 
direção a porção central. Remanecente de membrana ao redor do osso neoformado (seta 
vermelha). 
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4.2. Análise Histométrica e Estatística 
 
4.2.1. Análise dos defeitos 

Em uma análise dos diferentes tamanhos de defeitos preenchidos por 

coágulo sanguíneo observou-se que houve diferença estatística na área de 

formação do tecido ósseo (p<0.001). Em 7 dias, o pós-teste de Tukey indicou que os 

grupos de 5mm e 8mm não tiveram diferença estatística (p = 0,407). Em 30dias, o 

pós-teste de Tukey indicou que o grupo Coagulo 8mm formou mais tecido ósseo 

quando comparado com o coágulo 5mm (p<0.001), resultados semelhantes foram 

apresentados pelo grupo Coagulo 8mm vs. Coágulo 5mm (p<0.001) em 60 dias, a 

maior área de formação óssea foi apresentada pelo grupo Coagulo 8mm, quando 

comparado com grupo Coágulo 5mm (p<0.001) conforme a figura 24.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foi ainda mensurado no Software Image J a porcentagem da área óssea 

neoformada em relação ao tamanho total dos defeitos críticos. Comparando os 

grupos Coagulo 5mm e 8mm tivemos os seguintes resultados. O período de 7 dias 

ambos os grupos tiveram 0% de formação óssea. No período de 30 dias o grupo 

Coagulo 5mm teve 44,4% de área neoformada vs. 49% do grupo Coagulo 8mm. E 
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Figura 24 - Área óssea neoformada (média) comparando os Grupos 
Coagulo (GC) 5mm e 8mm nos períodos de 7, 30 e 60 dias. 
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por fim, no período de 60 dias o grupo Coagulo 5mm apresentou 58% de área óssea 

neoformada vs. 65,4% do grupo Coagulo 8mm. 

 

4.2.2. Análise do Biomaterial  
Em uma análise dos diferentes tamanhos de defeitos recobertos pelo 

biomaterial (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, Switzerland) observou-se que houve 

diferença estatística na área de formação do tecido ósseo (p<0.001). Em 7 dias, o 

pós-teste de Tukey indicou que o grupo Bio-Gide 5mm e 8mm não formaram tecido 

ósseo (p = 3,777), resultados semelhantes foram apresentados pelo grupo Coágulo 

5 e 8 (p=0,026). Em 30dias, o pós-teste de Tukey indicou que o grupo Bio-Gide 5mm 

formou mais tecido ósseo quando comparado com o coágulo 5mm (p<0.001), 

resultados semelhantes foram apresentados pelo grupo Bio-Gide 8mm vs. Coágulo 

8mm (p<0.001) em 60 dias, a maior área de formação óssea foi apresentada pelo 

grupo Bio-Gide 8mm, quando comparado com grupo Coágulo 8mm (p<0.001) 

conforme a figura 25. 
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Figura 25. Área óssea neoformada (média) comparando os grupos Coagulo 
(GC) e Bio-Gide (GBG) com diferentes tamanhos de defeitos e períodos de 7, 30 
e 60 dias. 
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4.3 Imuno-histoquímica 
VEGF: A VEGF é um fator de crescimento presente em osteoblastos bem como 

em células endoteliais. Foi observada uma marcação positiva importante para este fator de 

crescimento nos quatro grupos experimentais, especialmente nos grupos: 7 dias    Bio-Gide 

e Coagulo 5mm e 30 dias Bio-Gide 8mm. Para os grupos Bio-Gide 5mm esta proteína foi 

expressa moderadamente no período de 7 dias e leve no período de 30 dias (Figura 28 e 

29). Já no Grupo de Bio-Gide 8mm foi expresso moderado no período de 7 e 30 dias (26 e 

27). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 26. Grupo BG - 7dias - 8mm – 
Região de coto esquerdo de defeito crítico e 
marcação de proteína VEGF moderada 
(seta preta). 

Figura 28. Grupo BG - 7dias - 5mm – 
Região de coto esquerdo de defeito crítico 
e marcação de proteína VEGF moderada 
(seta preta). 

Figura 27. Grupo BG - 30dias - 8mm - 
Região de coto esquerdo de defeito crítico 
e marcação de proteína VEGF moderada 
(seta preta). 

Figura 29. Grupo BG - 30dias - 5mm - 
Região de coto esquerdo de defeito crítico 
e marcação de proteína VEGF moderada 
(seta preta). 
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5. DISCUSSÃO 
O defeito ósseo crítico é definido como o menor tamanho de defeito que 

não permite a completa cicatrização óssea durante um período determinado, 

usualmente suficiente para a cicatrização natural.  Ele não é capaz de se regenerar 

sem alguma intervenção clínica. A reparação de um defeito ósseo crítico se inicia 

nas bordas da ferida óssea, porém não evolui até o centro do defeito, formando um 

tecido conjuntivo fibroso ao invés de osso. (18)  

Embora a calota de ratos seja um dos modelos experimentais mais 

comumente usados, ainda há controvérsia na literatura sobre o diâmetro ideal do 

defeito para que seja considerado como crítico. Geralmente são realizados defeitos 

de 5 e 8mm de diâmetro (19). 

Nosso estudo mostrou baixa porcentagem de reparação total de defeitos 

nos animais com defeitos de 5mm realizados bilateralmente no centro de cada osso 

parietal, apenas 6,6% teve reparo total da ferida óssea, sendo assim, não há como 

contestar que se trata de um defeito crítico (20). 

Já nos defeitos realizados no centro da calota craniana tivemos 13,3% 

dos defeitos com reparo total. Este resultado pode ser explicado pela possível 

influência da sutura sagital média como diz o estudo de Bosch et al. 1996, que 

sugere que a participação do coágulo vindo da sutura sinusal poderia modificar 

resposta do reparo ósseo primário. Porém, pela baixa porcentagem dos resultados, 

pode também ser considerado defeito crítico (21, 22). 

Comparando estes dois defeitos de dimensões diferentes, defeitos de 

5mm podem apresentar várias vantagens tais como: a possibilidade de uma divisão 

emparelhado do experimento reduzindo a polarização causado pela variabilidade 

entre animais diferentes; menor probabilidade de lesão do seio sagital (17) e 

possibilidade de reduzir o número de animais necessários para a investigação. Por 

outro lado, quando o material a ser estudado porta baixa viscosidade, tais como géis 

ou líquidos quando aplicados em defeitos bilaterais, o local de controle pode ser 

"contaminado", devido à a proximidade dos defeitos (23). 

O fato de um defeito maior ter tido maior porcentagem de reparo total que 

o defeito menor podemos explicar também pela influência de fatores externos como 

localização anatômica do defeito, técnica cirúrgica e operador, danificação ou não da 

dura-máter durante a preparação do defeito (8, 24). 



32 
 

 
 

Em relação ao período de avaliação, a maior proporção de formação 

óssea total ocorreu na oitava semana em ambos os grupos Coágulos, visto na 

análise histológica e mensuração percentual da área, porém não houve diferença 

estatística entre grupo de 4 semanas e 8 semanas (p = 0,118), corroborando com 

diversos estudos que não apresentam diferença entre avaliação de 4 ou 8 semanas 

(25-27). 

Com intuito de comparar neoformação óssea desses defeitos críticos foi 

realizado no mesmo estudo a confecção de defeito crítico de 5 e 8mm e esses 

recobertos por membrana de colágeno porcino (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, 

Switzerland) (BG). 
A área de tecido ósseo neoformado dos defeitos ósseos recorbertos com 

BG apresentou em todos os períodos analisados maior neoformação óssea em 

comparação ao grupo coagulo (p<0,05). Isso se justifica pelo fato de que o reparo 

ósseo é frequentemente prejudicado pela infiltração de células do tecido conjuntivo 

como por exemplo os fibroblastos. As membranas atuam como barreira fisiológica 

biocompatível permitindo que as células osteoprogenitoras, de crescimento mais 

lento, possa, repovoar o defeito ósseo e ainda servem como arcabouço a 

regeneração óssea guiada (GBG).(28) Portanto, diante os resultados do estudo 

podemos afirmar que a membrana BG oferece os pré-requisitos necessários para 

auxiliar o reparo ósseo por ter apresentado biocompatibilidade já que nas imagens 

histológicas não foram observadas células de caráter inflamatório. E seu tempo de 

degradação foi o suficiente para alcançar o reparo ósseo já que foi observado 

remanescente da membrana até o período de 60 dias nos cortes histológicos. 

VEGF é um regulador de reparação óssea e desenvolvimento; que 

estimula a diferenciação de células endoteliais e osteoblastos durante a reparação 

óssea (29, 30). VEGF também estimula a proliferação de novos vasos para 

restabelecer o fornecimento de sangue, facilitando assim a cicatrização óssea (31). 

Corroborando à literatura, foram encontradas nos tecidos conjuntivos células imuno 

marcadas na periferia dos nossos defeitos. A expressão de VEGF neste estudo foi 

moderada nos grupos BG tanto de 5 quanto 8mm no período de 7 dias. Já no 

período de 30 dias foi expresso como leve no grupo BG 5mm e moderado no BG 

8mm.  
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Os resultados deste trabalho, obtidos com as reações de imuno-

histoquímica, evidenciou que regenereação óssea guiada, testada por meio do 

biomaterial BG foi favorável ao aspecto de neoformação óssea, porém apenas uma 

pequena porcentagem teve o defeito total reparado nos dois grupos (BG 5mm = 20% 

e BG 8mm=33,3), mostrando que o auxílio da membrana como barreira não interfere 

nos resultados quando unidos com biomateriais de preenchimento (32). 
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6. CONCLUSÃO 
Conclui-se que os defeitos de 5mm e 8mm podem ser considerados 

críticos. E foi comprovado o auxilio da membrana de colágeno porcino no reparo do 

defeito ósseo.  
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