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             Resumo 



 
CERVANTES LCC. Uso do vidro bioativo com implantes imediatos em cirurgia para 

levantamento da membrana sinusal. Estudo histológico, histomorfométrico e 

imunoistoquímico. [dissertação] Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade 

Estadual Paulista; 2019. 

Resumo 
A proposta deste estudo foi avaliar o processo de regeneração óssea com o uso do 

biomaterial Biogran®, um vidro bioativo, como uma opção de substituto ósseo para técnicas 

de enxerto em levantamento do assoalho do seio maxilar através de análises histológica e 

histomorfométrica. Para tal, 24 coelhos da raça Nova Zelândia foram submetidos ao 

procedimento de levantamento do seio maxilar bilateralmente, sendo divididos em dois 

grupos: grupo coágulo implante (GCI), no qual foi realizado o levantamento do seio maxilar, 

seguindo implante imediato, sem enxerto; e o grupo biovidro implante (GBI), no qual foi 

realizado o levantamento do seio maxilar, preenchimento com Biogran® e instalação de 

implante imediata. Os animais foram submetidos à eutanásia aos 7, 15 e 40 dias. A análise 

histológica mostrou no grupo GCI uma formação de tecido ósseo gradual, sendo maior aos 

40 dias, com característica lamelar. Porém, não apresentava diferença estatística entre os 

períodos de 15 e 40 dias de eutanásia (p=0,210). O grupo GBI revelou uma formação de 

tecido ósseo mais tardia, com maior quantidade aos 40 dias, com reabsorção lenta e 

progressiva dos grânulos do biomaterial e sinais indicativos de atividade osteoblástica. Este 

grupo mostrou diferença estatística entre os períodos de 7 e 15 dias quando comparados aos 

40 dias (p<0,05). Na análise intergrupos, não houve diferença estatisticamente significante 

aos 7 e aos 40 dias, mas sim, aos 15 dias.  Dessa forma, pode-se concluir que o Biogran® é 

um biomaterial com propriedades osteocondutoras, de reabsorção lenta, capaz de produzir 

tecido ósseo satisfatório. Porém, com quantidade semelhante ao coágulo aos 40 dias, o que 

gera maiores discussões e a necessidade de mais estudos para comprovar a eficácia desse 

biomaterial a longo prazo. 

Palvras-chave: seio maxilar, coelhos, implantes experimentais, substitutos ósseos 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abstract 



 
CERVANTES LCC. Use of bioactive glass with immediate implants in surgery to lift the 

sinus membrane. Histological, histomorphometric and immunohistochemical study. 

[dissertation] Araçatuba: São Paulo State University; 2019. 

Abstract 

The purpose of this study was to evaluate the bone regeneration process with the use of the 

Biogran® biomaterial, a bioactive glass, as a bone substitute option for grafting techniques in 

the maxillary sinus floor through histological and histomorphometric analysis. To that end, 24 

New Zealand rabbits underwent a bilateral maxillary sinus removal procedure, and were 

divided into two groups: an implant clot group (ICG), in which the maxillary sinus was removed, 

followed by immediate implantation without graft ; and the implant bioglass group (GBI), in 

which the maxillary sinus was removed, filled with Biogran® and implanted in the immediate 

implant. The animals were submitted to euthanasia at 7, 15 and 40 days. The histological 

analysis showed a formation of gradual bone tissue in the GCI group, being larger at 40 days, 

with a lamellar characteristic. However, there was no statistical difference between the periods 

of 15 and 40 days of euthanasia (p = 0.210). The GBI group revealed a later bone formation 

with a greater amount at 40 days, with slow and progressive resorption of the biomaterial 

granules and signs indicative of osteoblastic activity. This group showed statistical difference 

between the periods of 7 and 15 days when compared to the 40 days (p <0.05). In the 

intergroup analysis, there was no statistically significant difference at 7 and 40 days, but at 15 

days. Thus, it can be concluded that Biogran® is a biomaterial with osteoconductive 

properties, of slow resorption, able to produce satisfactory bone tissue. However, with a similar 

amount to the clot at 40 days, which generates more discussions and the need for further 

studies to prove the efficacy of this biomaterial in the long term. 

Key-words: maxillary sinus, rabbits, experimental implants,bone substitutes 
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1. Introdução 

 

A reabsorção da crista óssea é uma consequência da perda do elemento dental. 

Busca-se, com isso, a reabilitação de maxilas e mandíbulas atróficas por meio de 

enxertos ósseos e implantes osseointegráveis, devolvendo função mastigatória e 

estética ao paciente. Existiram tentativas de ancoragem dos implantes através de uma 

camada de tecido fibroso, mimetizando o ligamento periodontal. Porém, essas tentativas 

mal sucedidas resultaram na descoberta da relação tecido ósseo-implante, sem 

interferência do tecido conjuntivo, quando da instalação do implante até o osso medular, 

referindo o processo de osseointegração.1 

Tal processo de osseointegração dos implantes dentais sofre interferência das 

diferentes estruturas ósseas distribuídas pela maxila e pela mandíbula.2-4 De acordo com 

a classificação proposta em 1985, a qualidade óssea alveolar foi classificada em tipos 1 

ao 4 de acordo com avaliações radiográfica e táteis.5 O osso tipo 1 caracteriza-se por 

apresentar cortical bastante densa; o osso tipo 2, por apresentar cortical menos densa 

e com maior quantidade de osso medular, comparado ao anterior; o osso tipo 3, por 

apresentar uma cortical porosa e fina, envolvendo um osso trabecular também fino; e, o 

osso tipo 4, por apresentar um padrão trabecular fino e uma cortical muito delgada. A 

região posterior da maxila se caracteriza por apresentar um osso classificado como 

tipo4. 

Outra característica da região posterior da maxila é a presença do seio maxilar, 

cavidade pneumática dentro do osso da maxila. Esta cavidade está intimamente ligada à 

crista óssea alveolar, ocorrendo a pneumatização do seio maxilar como consequência da 

perda dentária nessa região.6 Este fato tem como grave consequência a impossibilidade da 

instalação de implantes osseointegráveis, pois estes não apresentarão estabilidade 

suficiente para ancoragem protética de forma adequada. 

Dentre as técnicas para a realização de enxerto ósseo, o levantamento de seio 

maxilar tem sido comumente utilizado para devolver altura e largura ósseas para a crista 
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alveolar.7-9 Esse procedimento favorece a reabilitação oral protética após a instalação 

de implantes dentários. 

A instalação dos implantes osseointegráveis pode ser realizada em um ou dois 

tempos cirúrgicos após a elevação da membrana sinusal, dependendo da altura e largura 

remanescentes da crista óssea alveolar. Altura ou largura menores que 5 mm requerem um 

procedimento em dois estágios: a princípio realiza-se o levantamento do seio maxilar, e, 

após 6 meses, instala-se o implante. Caso a altura possuir 5mm ou mais, realiza-se o 

procedimento em um tempo cirúrgico: levantamento de seio maxilar e instalação de 

implantes simultânea.9 

As técnicas para realização do procedimento de levantamento da membrana 

sinusal já são consagradas pela literatura. Porém, os materiais utilizados para preencher 

o espaço criado entre o assoalho do seio maxilar e a membrana sinusal ainda são alvos 

de discussão e pesquisa.10,11 Os materiais de enxerto podem ser classificados quanto à 

sua origem, em: autógenos, obtidos do mesmo indivíduo; homógenos (aloenxertos), 

obtidos de indivíduos da mesma espécie; xenógenos, obtidos de indivíduos de espécies 

diferentes; e enxertos aloplásticos, os quais possuem origem sintética. 

O enxerto autógeno é considerado o padrão ouro pela maioria dos pesquisadores, 

pelas suas propriedades de osteocondução, osteoindução, osteogênese e 

biocompatibilidade.12,13 Porém, a forma de obtenção do enxerto autógeno traz morbidade 

significativa para o paciente, pela necessidade de obtenção do material em um segundo 

sítio cirúrgico. O sítio doador é escolhido de acordo com a quantidade óssea necessária 

para o aumento da altura óssea individualmente14, e ele pode ser extra ou intra-bucal. 

O osso colhido da área doadora intra-bucal promove uma morbidade diminuída. 

Porém, além de serem áreas com menor quantidade de tecido ósseo disponível  muitas 

vezes, e essa quantidade ser inferior à necessária, o procedimento para obtenção desse 

tecido é frequentemente associado a complicações transoperatórias. Dentre elas: dano 

aos nervos mentoniano e alveolar, desvitalização dentária adjacente ao sítio cirúrgico e 

aumento do risco de fratura mandibular dependendo do sítio doador.15 
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Desta forma, existe a necessidade de investigação de biomateriais que possuam 

propriedades semelhantes às do osso autógeno, substituindo-o de forma eficiente nos 

procedimentos de levantamento da membrana do seio maxilar. Os enxertos sintéticos 

têm sido uma alternativa interessante para tal substituição.16,17 

Dentre os materiais sintéticos, os vidros bioativos têm sido amplamente estudados. 

Eles são compostos por formadores de rede, modificadores de rede e óxidos intermediários. 

Os formadores de rede são capazes de formar o biovidro sem componentes adicionais e os 

mais observados na literatura são sílica (SiO2), pentóxido de fósforo (P2O5) e trióxido de boro 

(B2O3). Os modificadores de rede ligam-se a átomos de oxigênio que não se ligam em ponte, 

modificando a estrutura do biovidro. Já os óxidos intermediários podem atuar tanto como 

formadores quanto como modificadores de rede. Adaptando-se a composição, pode-se 

controlar as propriedades físico-químicas e biológicas dos biovidros, favorecendo a 

bioatividade, e a formação de novo tecido ósseo.18 

Por possuírem em sua estrutura átomos de oxigênio e cátions modificadores não 

híbridos, quando em contato com os fluidos corporais permitem a ligação direta com a água 

e com o aumento do pH local pela liberação de H+ ou H3O+ ocorre o rompimento das 

estruturas Si-O-Si, liberando silício no fluido. Com pH inferior a 9,5 do meio, forma-se uma 

camada de gel de sílica, que permite a liberação iônica de cálcio e fósforo, resultando na 

formação de uma camada de fosfato de cálcio amorfo sobre a camada de gel de sílica. A 

incorporação de carbonatos à camada de fosfato de cálcio inicia a precipitação em apatita 

hidroxicarbonatada, semelhante à fase mineral do tecido ósseo. Essa capacidade de formar 

uma camada de apatita que se liga quimicamente ao tecido ósseo têm caracterizado a 

bioatividade desses vidros e pode ser afetada tanto pela estrutura do vidro bioativo quanto 

pela liberação de íons.18,19Além da composição química, as características morfológicas, 

como tamanho de partícula e porosidade dos vidros bioativos, também afetam suas 

propriedades.20,21 
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Em 1969, Larry L. Hench observou pela primeira vez a capacidade de ligação de uma 

composição de vidro ao osso e ao músculo após seis semanas da implantação em ratos, 

desenvolvendo, então, o Bioglass®.22  Um material com a mesma composição “45S5”  é o 

Biogran® (Biomet 3i, Palm Beach Gardens, Florida, USA), uma cerâmica bioativa reabsorvível 

composta de dióxido de silício (SiO2; 45%), óxido de cálcio (CaO; 24,5%), óxido de sódio 

(NaO2; 24,5%) e pentóxido de fósforo (P2O5; 6%), porém com o tamanho de suas partículas 

menores, entre 300 e 355 nm.20,23,24 

O Biogran® têm sido utilizado em estudos experimentais e clínicos para o 

tratamento de diferentes tipos de defeitos ósseos, para regeneração óssea guiada associada 

ao uso de implantes no procedimento de elevação da membrana sinusal com resultados 

favoráveis em relação à eficácia do seu uso em diversos estudos. 21,25-28  Porém, não há 

estudos suficientes que sustentem a hipótese das ações osteocondutoras, 

osteoestimuladoras e bioativas em procedimentos de levantamento da membrana sinusal 

com instalação de implante imediata, sendo necessários mais estudos para comprovar esta 

hipótese. 
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2. Proposição 

O objetivo deste estudo foi avaliar o processo de regeneração óssea com o uso do 

biomaterial Biogran®, um vidro bioativo, como uma opção de substituto ósseo para técnicas de enxerto 

em levantamento do assoalho do seio maxilar e instalação de implantes imediatos, através de análises 

histológica, histomorfométrica e imunoistoquímica. 
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3. Materiais e Métodos 

 Delineamento Experimental 

 

Foram utilizados para a realização deste estudo 24 (trinta e dois) coelhos da raça Nova 

Zelândia variação “albinus”, machos, adultos, com idade aproximada de 5(cinco) meses e peso 

corporal entre 3 a 4 Kg, com n calculado através do poder da amostra. Os animais foram 

pareados no começo do estudo para diminuir o desvio padrão. Os animais foram cedidos pelo 

Biotério da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu - FMZV, UNESP, e 

foram mantidos em Biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – FOA, UNESP em 

gaiolas individuais, em ambiente climatizado, e alimentados com ração sólida padrão (Ração 

Procoelho, Primor®, Jaguaré, São Paulo, Brasil) e água “ad Libitum”, durante todo o 

experimento. Este estudo foi realizado de acordo com os Princípios Éticos para a 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA), e foi submetido à avaliação do Comitê de Ética em Pesquisa da FOA-UNESP. 

Os animais tiveram os seios maxilares acessados bilateralmente e foram divididos nos 

seguintes grupos experimentais (Figura 1): 

 

• Grupo Coágulo Implante (GCI): após o procedimento de elevação da membrana 

sinusal, o seio maxilar direito foi preenchido por coágulo sanguíneo com instalação 

imediata de implantes de titânio Implalife® (indústria de produtos médicos-

odontológicos, Jales, São Paulo, Brasil) com superfície tratada por meio de duplo 

ataque ácido. 

• Grupo Biogran Implante (GBI): após o procedimento de elevação da membrana 

sinusal, o seio maxilar esquerdo foi preenchido por vidro bioativo Biogran® com 

instalação imediata de implantes de titânio Implalife® com superfície tratada por 

meio de duplo ataque ácido. 

Procedimento Cirúrgico 

 

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de 8 horas. A 

anestesia geral foi realizada por administração via intramuscular de Cloridrato de Ketamina 
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a 1% (Vetaset® – Fort Dodge, Saúde Animal LTDA, Campinas, São Paulo, Brasil 

Farmacêuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e do Cloridrato de 

Xilazina a 2% (Dopaser® – Laboratório Calier do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), 5mg/Kg. 

Em complementação anestésica, foi realizada a infiltração de solução de Cloridrato de 

Mepivacaína a 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro, 

Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg na linha mediana do dorso nasal. 

Após prévia tricotomia e antissepsia pré-operatória no dorso nasal (Figura 1 A e B) 

por fricção de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona Iodo Degermante a 10%, com 1% de 

iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquímica, São José do Rio Preto) associado ao 

Polivinil Pirrolidona Iodo Tópico a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, 

Rioquímica, São José do Rio Preto), o osso nasal foi acessado. O protocolo cirúrgico 

utilizado para o acesso à cavidade sinusal do animal foi o estabelecido por Asai, Shimizu 

e Ooya (2002). 

Com o auxílio de uma lâmina de bisturi número 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, 

Japão), montada em cabo de bisturi número 3 (Hu-Friedy®, German), uma incisão linear 

de 5 cm foi realizada a linha mediana do dorso nasal (Figura 1 B). A pele e o periósteo 

foram cuidadosamente descolados e devidamente afastados com um descolador tipo Molt 

(Hu-Friedy®, German) o suficiente para a exposição do osso nasal e a linha da sutura 

nasoincisal. Após exposição, uma janela circular de 3 mm de diâmetro foi confeccionada 

bilateralmente à linha mediana do dorso nasal, aproximadamente a 2 cm anterior à linha 

da sutura nasofrontal e a 1 cm lateralmente à linha mediana. 

Este procedimento foi realizado sobre abundante irrigação com solução salina 

fisiológica estéril a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), com a utilização de uma broca 

trefina de 2 mm de diâmetro interno (Neodent®, Curitiba, Paraná, Brasil) para a 

demarcação da área e uma broca diamantada esférica nº 1011 (KG Sorensen®, Cotia, São 

Paulo, Brasil) para a finalização das osteotomias, ambas montadas em contra-ângulo 

redutor de 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinville, Brasil), que por sua vez foi conectado a um 
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motor elétrico rotação controlada (modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, São Paulo, 

Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm. 

A membrana sinusal foi cuidadosamente descolada e elevada com curetas 

especiais (Neodent®, Curitiba, Paraná, Brasil) para garantir que sua integridade física 

fosse mantida (Figura 1 C). Com o auxílio das mesmas curetas, o seio maxilar esquerdo 

foi preenchido vidro bioativo Biogran® e o direito formou-se coágulo (Figura 1 D). Após 

enxerto, implante dentário de titânio tratado com duplo ataque ácido, de 3,6x6, 5 mm, 

plataforma hexágono externo (Implalife® - indústria de produtos médicos-odontológicos, 

Jales, São Paulo, Brasil) foi instalado bilateralmente (Figura 1 E) também com auxílio de 

contra-ângulo redutor de 20:1, com 30rpm, sobre refrigeração nos dois grupos 

experimentais (Figuras 6 e 7). Finalizado o enxerto, o retalho total foi reposicionado, a 

sutura (Figura 1 F) realizada por planos anatômicos, com fio Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-

0®, Ethicon, Johnson&Johnson, São José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos 

simples. 

 

 

 Cuidados Pós-Operatórios 

 

No pós-operatório imediato os animais receberam administração intramuscular de 

enrofloxacina (Vencofarma®, Londrina, Paraná, Brasil) em uma dosagem de 5mg/kg e de 

doxiciclina (Coveli®, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) na dosagem de 5 mg/kg, 

administração via oral de cetoprofeno (Ketoflex -Mundo Animal®, Pindamonhangaba, São 

Paulo, Brasil) na dosagem de 3 mg/kg e de tramadol (Cronidor - Agener®, São Paulo, 

Brasil) na dosagem de 5mg/kg, sendo a primeira dose no pós-operatório imediato e as 

demais nos 2 dias consecutivos. Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – FOA, UNESP em gaiolas individuais, em ambiente 

climatizado, e alimentados com ração sólida padrão (Ração Procoelho, Primor®, Jaguaré, 

São Paulo, Brasil) e água “ad Libitum”, até a eutanásia animal, nos períodos de 7, 15 e 40 

dias pós-operatórios. 
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 Eutanásia e Coleta do Material 

 

A sedação foi realizada pela administração via intramuscular de Cloridrato de 

Ketamina a 1% (Vetaset® – Fort Dodge, Saúde Animal LTDA, Campinas, São Paulo, Brasil 

Farmacêuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e do Cloridrato de 

Xilazina a 2% (Dopaser® – Laboratório Calier do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), 5 mg/Kg. 

A eutanásia foi realizada por meio de perfusão no ventrículo esquerdo de 150 ml de solução 

salina fisiológica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) por 10 minutos, seguida de 1800 

ml de Formaldeído 4% (Paraformaldeído 4% - Acros Organics) durante 40 minutos, usando 

uma bomba perfusora peristáltica (Masterflex® Ls, Cole – Parmer Instrument Company) 

na velocidade de 45ml/min. Os períodos de eutanásia foram aos 7, 15 e 40 dias após o 

procedimento de levantamento da membrana do seio maxilar. Após a eutanásia, o 

complexo nasal incluindo as cavidades sinusais foi removido em bloco e todo o tecido mole 

superficial eliminado. 

 

 Preparo das Peças 

 

As peças foram fixadas em formol 10% (Reagentes Analíticos®, Dinâmica Odonto-

Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) e sofreram descalcificação em EDTA 5% (Ácido 

Etileno Diamino Tetracético, Merck) dissolvido em água MiliQ, por um período de 60 a 90 

dias, à temperatura ambiente. Em seguida o material foi desidratado utilizando uma 

sequência crescente e gradativa de álcoois 70, 90, 95 e 100, com troca de solução a cada 

3 dias, em agitador orbital (KLine CT – 150®, Cientec – Equipamentos para Laboratório, 

Piracicaba, SP, Brasil) em todos os dias durante 4 horas. Após estas etapas, foi realizada 

diafanização com xilol para posterior inclusão em parafina para obtenção de corte com 6 

μm de espessura montados em lâminas. Algumas lâminas foram separadas para a 

coloração em hematoxilina e eosina (HE Merck & Co., Inc.) e outras para as reações de 

imunoistoquímica. 
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Previamente a realização das análises histológicas e histométricas, as amostras 

foram codificadas de maneira que somente o orientador conhecia a quais grupos 

pertencem. Um único examinador realizou as análises e o mesmo desconhecia o 

respectivo grupo da secção. 

 

 Análise Histomorfométrica 

 

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

realizadas utilizando um microscópio óptico (LeicaR® DMLB, Heerbrugg, Switzerland) 

acoplado a uma câmera de captação de imagem (LeicaR® DC 300F microsystems Ltda., 

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). As imagens digitalizadas foram gravadas em 

arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas e projetadas na tela de um monitor 

de 15 polegadas (Samsung®, SyncMaster 3Ne, Seul, Coreia do Sul). 

Foi avaliada a área de tecido ósseo presente no interior do seio maxilar como a 

avaliação da espessura do trabeculado ósseo (em micrômetros de espessura). Os dados 

obtidos nas análises foram transformados em valores absolutos, de pixels, para valores 

porcentuais relativos, de modo a minimizar a interferência da diferença do tamanho do 

negativo. 

 As análises histométricas foram realizadas por meio do software de análise de 

imagens ImageJ Java 1.8. Foram utilizadas as imagens obtidas em aumento de 200x e 

calculada, em porcentagem, a área de tecido ósseo presente (AO) entre as espiras de todo 

o implante. 

 

Análise Imunohistoquímica 

 

Os anticorpos primários utilizados foram a contra osteocalcina (OC, Goat anti-oc – 

Santa Cruz Biotecnology), fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP, Goat anti-TRAP – 

Santa Cruz Biotecnology), Receptor Ativador Nuclear Kappa-B Ligante (RANKL, Goat anti-
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rankl – Santa Cruz Biotecnology) e fator de crescimento endotelial (VGEF, Goat anti- VGEF - 

Santa Cruz Biotecnology). O método de detecção usado foi por imunoperoxidase, utilizando 

como cromógeno a 3,3 diaminobenzina (DAB- Sigma, St. Louis, MO, USA). O anticorpo 

secundário biotinilado foi o anti-cabra (goat) produzido em burro (donkey) (Biotin – SP-

AffiniPure, donkey anti-goat IGg – Jackson Immunoresearch Laboratories). Os cortes foram 

analisados em microscópio óptico (Zeizz®, Oberkochen, Alemanha) bem como a expressão 

das proteínas OC, TRAP, RANK-L e VGEF, acoplado a uma câmera de captura (Zeizz® 

AxioCam Icc 1, Oberkochen, Alemanha) e conectado a um microcomputador Windows Vista 

com um software analisador de imagens digitalizadas, AxioVision® (Software de 

Processamento e Análise de Imagens, Oberkochen, Alemanha). Foram utilizados escores 

para as células marcadas em áreas determinadas, que sabidamente estão envolvidas na 

dinâmica do tecido ósseo. Para facilitar a comparação entre os diferentes grupos e períodos, 

os escores da análise imunoistoquímica foram convertidos em frequências de médias 

percentuais de acordo com o período de avaliação, para ambos os grupos (Quadro 1). 

 

Análise Estatística 

 

 Todos os testes estatísticos foram realizados através do programa estatístico 

Sigma Plot 12.0 (Exakt graphs and Data analysis, San Jose, CA, EUA). Inicialmente, os 

dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk o qual mostrou 

homogeneidade dos dados. Em seguida, foi aplicado o teste ANOVA 2 fatores (grupos vs 

períodos), e para as interações que mostraram significância estatística, o pós teste Tukey 

foi aplicado. Para todos os testes, o nível de significância de 5% foi considerado. 
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4. Resultados 

Análise Histológica 

Grupo controle com formação de coágulo e implante imediato (GCI) 

 

 Aos 7 dias observa-se ao redor do implante principalmente tecido conjuntivo e ma-

triz osteoide sendo depositada e a formação de finas trabéculas ósseas, com a presença 

de vasos sanguíneos nas regiões periféricas, evidenciando o início da angiogênese (Figu-

ras 2 C e D; 5 A).  

 Aos 15 dias, foi possível observar a formação de trabéculas ósseas mais espessas, 

com a presença de inúmeros osteoblastos, osteoclastos e osteócitos. Além de grandes 

vasos sanguíneos, entremeados ao tecido ósseo e tecido conjuntivo que compõem o tecido 

ao redor do implante. Apesar de trabéculas mais espessas, nesse período ainda há uma 

grande quantidade de tecido conjuntivo que está sofrendo mineralização(Figuras 3 C e D; 

5 B). 

 Aos 40 dias observa-se grande quantidade de tecido ósseo, evidenciando uma 

formação mais madura desse tecido, quando comparado aos outros períodos. Porém, com 

grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo entremeado às trabéculas. Ainda com 

presença significativa de vasos sanguíneos, e de células da linhagem osteoblástica 

(Figuras 4 C e D; 5 C).   

 

Grupo experimental com enxerto de vidro bioativo (Biogran®) e implante imediato (GBI) 

  

 Aos 7 dias observa-se a presença dos grânulos do biomaterial enxertado, 

entremeado por tecido conjuntivo e matriz osteoide, depositada ao redor dos grânulos, e 

de vasos sanguíneos de menor calibre(Figuras 2 A e B; 6 A).  

 Aos 15 dias, é possível observar a formação de finas trabéculas ósseas, com grande 

quantidade de osteoblastos. Ainda existe uma grande quantidade de tecido conjuntivo 

frouxo, sendo notada uma matriz osteoide em formação. Há a presença de vasos 

sanguíneos em toda a área observada, porém, menos calibrosos do que no mesmo período 

do grupo controle (Figuras 3 A e B; 6 B). 
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 Aos 40 dias observa-se trabéculas ósseas mais espessas e com tecido ósseo mais 

maduro, principalmente no perímetro do implante (Figuras 4 A e B). No centro das espiras 

ainda há tecido conjuntivo, com a presença de células gigantes multinucleadas e 

osteoblastos na periferia do tecido ósseo em formação. Ainda é  possível observar grande 

quantidade de grânulos do biomaterial utilizado, porém se apresentam em tamanhos 

menores e com maior quantidade de tecido conjutivo e trabéculas ósseas ao redor (Figura 

6 C). 

 Não foi observado processo inflamatório associado ao biomaterial em qualquer um 

dos períodos.  

 Análise Histométrica 

 

 Para a variável área óssea neofomado (AON), na comparação entre períodos do 

grupo GCI, houve uma diferença estatisticamente significante entre os períodos de 40 e 7 

dias, com p<0,01 e entre 15 e 7 dias, com p<0,01. Porém, não houve diferença significativa 

entre 15 e 40 dias (p=0,210). Já na comparação entre períodos no grupo GBI, houve 

diferença estatisticamente significante entre o período de 40 dias, quando comparado aos 

7 e aos 15 dias, com p<0,01 em ambos os casos. Enquanto isso, a comparação entre 7 e 

15 dias não mostrou diferença significativa, com p=0,140 (Tabela 1). 

 Na comparação de AON por fatores, o único período a mostrar diferença 

estatisticamente significante entre os grupos GCI e GBI foi o de 15 dias (p<0,01). 

 

Análise Imunoistoquímica 

Osteocalcina 

Aos 7 dias, a imunomarcação para osteocalcina, tanto no grupo GBI (Figura 7 A) 

quanto no grupo GCI (Figura 8 A) se apresentou de moderada a intensa. Porém, no grupo 

GBI, há destaque para a marcação expressiva em matriz extracelular e tecido conjuntivo, 

além das células da linhagem osteoblástica. Já no grupo GCI, está se iniciando a 

organização do tecido ósseo, com matriz mineralizada marcada positivamente para 
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osteocalcina, além de marcação intensa em osteoblastos ao redor do tecido ósseo em 

formação. 

Aos 15 dias, o grupo GBI (Figura 9 A) apresentou uma formação de matriz 

mineralizada, com tecido ósseo se organizando, com precipitações de osteocalcina sobre 

a matriz mineralizada, de forma moderada. Já o grupo GCI (Figura 10 A) apresentou 

marcação intensa e importante na matriz extracelular e também no tecido ósseo 

neoformado. Além de marcação positiva intensa em osteócitos e osteoblastos . 

Aos 40 dias, o grupo GBI (Figura 11 A) apresentou imunomarcação moderada para 

osteocalcina, com grande precipitação na matriz mineralizada, e grande formação de tecido 

ósseo. De forma semelhante, o grupo GCI (Figura 12 A) apresentou imunomarcação de 

moderada a intensa, com grande precipitação de osteocalcina no tecido ósseo neoformado. 

 

RANKL 

Aos 7 dias, tanto o grupo GBI (Figura 7 B) quanto o grupo GCI (Figura 8 B) 

apresentaram imunomarcação moderada para RANKL, com início da formação de tecido 

ósseo, possuindo marcação positiva em matriz extracelular e em células da linhagem 

osteoblástica.   

Aos 15 dias, o grupo GBI (Figura 9 B) apresentou imunomarcação leve a moderada 

para RANKL, bem como o grupo GCI (Figura 10 B) que apresentou marcação leve. 

Aos 40 dias, ambos os grupos apresentaram imunomarcação moderada para 

RANKL, com marcação positiva na matriz extracelular e nas células da linhagem 

osteoblástica (Figuras 11 e 12 B). 

TRAP 

Aos 7 dias, os dois grupos apresentaram marcação negativa para TRAP, sendo 

possível observar marcações inespecíficas em todo o tecido (Figuras 7 e 8 C). 

Aos 15 dias, ambos os grupos apresentaram marcação leve para TRAP, sendo 

observados osteoclastos próximos ao tecido ósseo neoformado (Figuras 9 e 10 C).  
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Aos 40 dias, o grupo GBI (Figura 11 C) apresenta imunomarcação negativa para 

TRAP, enquanto o grupo GCI (Figura 12 C) apresenta marcação leve para a mesma 

proteína.  

VGEF 

Aos 7 (Figuras 7 e 8 D) e aos 15 dias (Figuras 9 e 10 D), o grupo GBI apresentou 

imunomarcação leve a moderada para VGEF, enquanto o grupo GCI apresentou marcação 

leve. Marcação positiva nas células e na matriz extracelular. 

Enquanto aos 40 dias, o grupo GBI (Figura 11 D) apresentou marcação moderada 

para VGEF e o grupo GCI (Figura 12 D), marcação leve (Tabela 2). 
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5. Discussão 

 

 A utilização do vidro bioativo particulado em tipos de granulações diferentes na re-

generação óssea, com a descoberta da propriedade osteocondutora desse biomaterial por 

Wilson et al., permitiu o desenvolvimento de mais estudos em relação à regeneração teci-

dual associada ao vidro bioativo.29 Estudos vêm sendo desenvolvidos desde então e mos-

tram as propriedades osteocondutoras do biomaterial e sua lenta substituição, com forma-

ção de trabéculas ósseas entre os grânulos do biomaterial, tanto em estudos clínicos30-32 

como experimentais33. 

 O mesmo foi observado neste estudo, aos 40 dias os grânulos do biomaterial ainda 

não haviam sido totalmente reabsorvidos, porém, grande quantidade de trabéculas ósseas 

ao redor desses grânulos se formaram. Aos 7 dias 20,9% do biomaterial foi encontrado 

entre as espiras do implante, diminuindo para 4,7% aos  40 dias pós-operatórios (Gráfico 

2). 

A presença de tecido ósseo com característica lamelar, indica um tecido mais ma-

duro, com linhas periféricas de osteoblastos responsáveis pela produção da matriz oste-

oide34. Essas características foram observadas neste estudo e descritas por Pereira et al., 

que comparou a utilização de Biogran® (grupo 1), osso autógeno associado ao Biogran na 

taxa de 1:1 (grupo 2) e apenas osso autógeno (grupo 3). A formação de pequenas áreas 

de tecido ósseo maduro, principalmente na interface osso-implante, mostram que o bio-

material pode ser melhor indicado na aplicação em pequenos defeitos, quando comparado 

ao coágulo. 

Na comparação entre os grupos citados, Pereira et al. observaram uma menor por-

centagem de tecido conjuntivo no grupo 1, em relação aos outros 2 grupos, porém, sem 

apresentar diferença estatisticamente significante ( p>0,05).34 Da mesma forma, este es-

tudo não apresentou diferença estatística entre os grupos GCI e GBI em relação à quanti-

dade de tecido conjuntivo (p>0,05). Porém, o grupo GBI mostrou uma maior quantidade 

de tecido conjuntivo, principalmente aos 40 dias, diferente do descrito por Pereira et al.  
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Além disso, a arquitetura do tecido conjuntivo conferido pelo Biogran® se mostra 

mais organizada quando comparada ao coágulo sanguíneo, se tornando um arcabouço 

para a neoformação óssea, propiciando ao material, associado a outras características, 

um ótimo potencial osteocondutor. Bem como foi observado por Cardoso et al., que com-

parou a utilização de Biogran® (GI), Perioglas® (GII) e grupo controle (GIII), mostrando 

que o GI apresentou fibras colágenas densas entre os grânulos do biomaterial, e uma 

formação de septos fibrosos completos e incompletos em seus grânulos21, comportamento 

que foi observado em vários estudos.35  

 Um comportamento característico de reabsorção gradativa dos grânulos foi obser-

vado, permitindo a deposição de matriz osteoide e a mineralização desse tecido, quando 

em contato com o biomaterial. Corroborando, assim, com Stravopoulos et al., que compa-

raram o uso do Biogran® e do Bio-Oss® em mandíbula de ratos como um adjuvante da 

regeneração tecidual guiada, com o vidro bioativo apresentando esse comportamento de 

formação de tecido ósseo em contato com os grânulos do biomaterial.36 

Além das características qualitativas do tecido ósseo formado já descritas, a análise 

quantitativa é um importante fator a se observar. Diante dos resultados apresentados neste 

estudo, pode-se observar que o grupo GBI   mostrou uma formação de tecido ósseo se-

melhante à do  grupo GCI, aos 7 e 40 dias, não apresentando diferença estatisticamente 

significante (p>0,05). Esse comportamento foi observado pelo mesmo material em diver-

sos estudos encontrados na literatura, quando comparado com enxerto autógeno, entre 

outros biomateriais ou em associação.34-37 

A neoformação de tecido ósseo aos 7 dias no grupo GCI se mostrou em estágio 

mais avançado quando comparado ao grupo GBI no mesmo período. É possível que isso 

ocorra devido à lenta reabsorção do biomaterial. Tadjoedin et at., observaram uma propor-

ção de aproximadamente 38% de tecido ósseo neoformado e 7% de biomaterial residual 

contra 46% de osso neoformado no grupo controle, em 6 meses pós-operatórios de um 

estudo clínico de levantamento de seio maxilar bilateral, comparando a associação de vi-

dro bioativo com osso autógeno e enxerto autógeno contralateral.38 É possível notar um 
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padrão que o vidro bioativo mostra em relação à produção de tecido ósseo mais tardia. 

Além do mais, o aumento gradativo da porcentagem de tecido ósseo observado nesse 

estudo, associado à característica de organização do tecido conjuntivo, pode indicar que 

o biomaterial se iguale ao coágulo em relação à formação de novo tecido ósseo. Talvez, 

com estudo a longo prazo, o biomaterial poderia apresentar resultados melhores, compa-

rando-o ao coágulo. 

Dentro do contexto do reparo ósseo, outro fator importante a ser considerado e que 

induz a uma análise importante é o papel das proteínas de matriz sobre a ossificação, que 

modulam a resposta celular dentro do processo de osseointegração.39,40  A osteocalcina, 

uma pequena proteína de matriz não colágena, é a mais abundante no tecido ósseo, se 

ligando à hidroxiapatita na matriz. É importante na regulação da atividade osteoblástica, 

desempenhando um papel nos estágios mais iniciais de ossificação, na maturação do te-

cido ósseo, atrasando o papel do colágeno tipo I.41-43  A expressão da osteocalcina aos 7, 

15 e 40 dias, se mostra moderada a intensa no grupo GBI e intensa no grupo CGI, reve-

lando mineralização mais precoce no grupo coágulo, porém mantendo sua atividade até 

os períodos mais tardios do estudo. 

A proteína RANK ligante (RANKL) é responsável pela formação e ativação dos os-

teoclastos, desempenhando papel no equilíbrio da remodelação óssea. Quanto maior a 

intensidade da marcação para RANKL, maior a atividade de reabsorção óssea.44 A marca-

ção moderada para ambos os grupos tanto aos 7 quanto aos 40 dias, avaliando-se ao 

mesmo tempo a atividade moderada a intensa da osteocalcina nos mesmos períodos, 

mostra que a taxa de remodelação está em leve desequilíbrio, tendendo à maior formação 

de tecido ósseo.  

Outra importante proteína para a avaliação do metabolismo ósseo é a TRAP, uma 

enzima que contém ferro e secretada por osteoclastos durante a remodelação óssea, ca-

racterizando um padrão reabsortivo. Uma marcação intensa de TRAP é vista em tecidos 

normais. Este estudo mostrou um a marcação negativa para esta proteína nos períodos 
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iniciais para ambos os grupos e marcação leve nos períodos mais tardios. Esse compor-

tamento pode ser observado devido à baixa atividade de reabsorção óssea, e alta atividade 

de formação óssea. Isso ocorre pelas características do sítio de implantação, que não torna 

necessária a reabsorção óssea para produção, apenas a remodelação de tecido conjuntivo 

até a mineralização.  

A avaliação da proteína VGEF também tem um significado importante dentro da 

remodelação óssea. Suas funções incluem a indução da vascularização óssea, além da 

sinalização de células como osteoblastos, osteoclastos e células progenitoras pericon-

drais. A marcação leve para o grupo GCI em todos os períodos pode indicar baixo índice 

de angiogênese, diferente do gupo GBI, que apresentou marcação moderada nos períodos 

iniciais.   
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Conclusão 

          O Biogran®, portanto, se mostrou um biomaterial biocompatível e com propriedades 

osteocondutoras, capaz de levar à formação satisfatória de tecido ósseo. A produção de 

tecido ósseo foi similar para os dois grupos, principalmente aos 40 dias, porém, o 

comportamento histológico mostrou um padrão mais estável de formação óssea para o 

biomaterial, quando comparado ao coágulo, que apresenta grande quantidade de tecido 

conjuntivo frouxo.  
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Figura 1: Procedimento cirúrgico de divulsão da membrana sinusal e instalação de 
implante imediato, bilateralmente. A:Tricotomia, B: Antissepsia e Incisão do dorso 
nasal. C: Membrana sinusal descolada bilateralmente. D: Biomaterial e coágulo em 
posição. E: Instalação de implantes imediatos bilateralmente. F: sutura por planos 
anatômicos. 

C A 

D E F 

B 

Quadro 1. Quantidade de marcação em escore utilizada para a análise imunoistoquímica. 
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Figura 2. A, B: Corte histológico em HE do grupo GBI aos 7 dias. C e D: Corte histológico do grupo 
GCI aos 7 dias. As setas pretas indicam a presença dos grânulos do biomaterial Biogran® e as 
setas em azul indicam tecido ósseo neoformado.  Aumento de 6,3x. 
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Figura 3. A, B: Corte histológico em HE do grupo GBI aos 15 dias. C e D: Corte histológico do grupo 
GCI aos 15 dias. As setas pretas indicam a presença dos grânulos do biomaterial Biogran® e as setas 
em azul indicam tecido ósseo neoformado.  Aumento de 6,3x. 
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Figura 4. A, B: Corte histológico em HE do grupo GBI aos 40 dias. C e D: Corte histológico do grupo 
GCI aos 40 dias. As setas pretas indicam a presença dos grânulos do biomaterial Biogran® e as 
setas em azul indicam tecido ósseo neoformado.  Aumento de 6,3x. 

A B C 

Figura 5. Corte histológico em HE do grupo GCI aos 7 (A), 15 (B) e 40 (C) dias. As em azul indicam tecido ósseo 
neoformado, em verde indicam deposição de matriz osteoide e em amarelo os vasos sanguíneos.  Aumento de 
25x. 
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A B C 

Figura 6. Corte histológico em HE do grupo GBI aos 7 (A), 15 (B) e 40 (C) dias. As em azul indicam tecido ósseo 
neoformado, em verde indicam deposição de matriz osteoide e em amarelo os vasos sanguíneos.  Aumento de 25x. 

Figura 7. Cortes histológicos com coloração imunoistoquímica do grupo GBI aos 7 dias. A: Mar-
cação moderada a intensa para OC. B: Marcação moderada para RANKL. C: Marcação leve 
para TRAP. D: Marcação leve a moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imuno-
marcações. Aumento de 20x. 
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Figura 8. Cortes histológicos com coloração imunoistoquímica do grupo GCI aos 7 dias. A: Marcação mo-
derada a intensa para OC. B: Marcação moderada para RANKL. C: Marcação leve para TRAP. D: Marcação 
leve a moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcações. Aumento de 20x. 
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C D 
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Figura 9. Cortes histológicos com coloração imunoistoquímica do grupo GBI aos 15 dias. A: Marcação mo-
derada para OC. B: Marcação leve a moderada para RANKL. C: Marcação leve para TRAP. D: Marcação 
leve a moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcações. Aumento de 20x. 
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Figura 10. Cortes histológicos com coloração imunoistoquímica do grupo GCI aos 15 dias. A: Marcação 
intensa para OC. B: Marcação leve para RANKL. C: Marcação leve para TRAP. D: Marcação leve para 
VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcações. Aumento de 20x. 

A B 

C D 
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Figura 11. Cortes histológicos com coloração imunoistoquímica do grupo GBI aos 40 dias. A: Marcação 
moderada para OC. B: Marcação moderada para RANKL. C: Marcação inespecífica para TRAP. D: Marca-
ção moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcações. Aumento de 20x. 
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Figura 12. Cortes histológicos com coloração imunoistoquímica do grupo GCI aos 40 dias. A: Marcação 
moderada a intensa para OC. B: Marcação moderada para RANKL. C: Marcação inespecífica para 
TRAP. D: Marcação leve para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcações. Aumento de 20x. 

A B 

C D 
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Gráfico 2. Porcentagem de Biogran® aos 7, 15 e 40 dias de reparo. 
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Gráfico 1. Porcentagem da área de osso neoformado nos grupos GCI 
e GBI aos 7, 15 e 40 dias 
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AON GCI GBI valor de p 

7D 3,55E+11 2,07E+11 0,796 

15D 3,27E+12 1,07E+12 0,001 

40D 3,91E+12 3,74E+12 0,765 

 
Tabela 1. Porcentagem da área de osso neoformado nos gru-
pos GCI e GBI aos 7, 15 e 40 dias   

Gráfico 3. Área óssea neoformada e sai relação intergrupos nos períodos de 
7, 15 e 40 dias. 
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Tabela 2: Scores da imunomarcações das proteínas OC, RANKL, TRAP e VGEF em fun-
ção dos grupos (GCI e GBI) e períodos (7,15 e 40 dias) 
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Anexo A – Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais  
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Anexo B – Normas para publicação The International Journal 

of Oral & Maxillofacial Implants 
 

 


