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BERMEJO, PR Uso do beta fosfato tricalcio em levantamento de membrana de seio maxilar. 
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de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2014. 
 

RESUMO 

 

O beta fosfato tricálcio (β-TCP) é um biomaterial que possui excelente osteocondução, 

biocompatibilidade por ser química e cristalograficamente similar ao tecido ósseo humano, 

além de possuir rápida reabsorção o que diminui reações biológicas.  O β-TCP vem sendo 

utilizado em cirurgias de enxertia óssea, principalmente em regiões superiores de maxila 

no intuito de favorecer a reabilitação protética com implantes.  O objetivo desse trabalho 

foi avaliar a reparação tecidual de um biomaterial a base de beta fosfato tricálcio o β-TC 

em levantamento de membrana de seios maxilares de coelhos, através de análises 

histológica, histomorfométrica e imunoistoquimica. Vinte coelhos Albinus foram submetidos 

à cirurgia de elevação da membrana do seio maxilar bilateral, onde o seio maxilar do lado 

direito foi preenchido por coágulo e do lado esquerdo por β-TCP. Após períodos de 3, 7, 

15 e 45 dias os animais sofreram eutanásia e tiveram sua maxila removida para 

processamento e análises histológica, histométrica e imunoistoquímica. Houve formação 

óssea para ambos os grupos somente a partir do período de 15 dias. Foi aplicado o teste 

estatístico de Tukey, e houve diferença estatística (p<0,01) entre o grupo controle e o grupo 

β-TCP. O melhor índice de formação óssea foi para o grupo β-TCP no perído 45 dias 

(0,0294 ± 33,011 %) em comparação ao grupo controle (1,824 ± 30,502%). Houve também 

diferença significativa  dos grupos entre si, em relação aos períodos estudados. Sendo 

assim, comprovamos que o βTCP foi  um substituto ósseo competente em relação  à 

neoformação óssea e manutenção de área de defeitos clínicos, desejados para uma 

correta reabilitação oral. 

 

 

Palavras- chave: seio maxilar, materiais biocompatíveis, regeneração tecidual guiada. 
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BERMEJO, PR Beta tricalcium phosphate in sinus lifting. Histological, histomorfometrical and 
imunoistochimical study in rabbits. Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade 
Estadual Paulista; 2014. 
 

ABSTRACT 

  

The beta tri calcium phosphate (β-TCP) is a biomaterial with excellent osteoconductive 

properties, biocompatibility by being chemically and crystallographically similar to the human 

bone tissue as well as having rapid reabsorption which reduces biological reactions. The β-

TCP has been used in bone grafting surgery, especially in the upper regions of the maxilla in 

order to facilitate the prosthetic rehabilitation with implants. The aim of this study is to evaluate 

the healing of a biomaterial-based beta tri calcium phosphate, β-TC in sinus lifting of rabbits, 

using histological, histomorphometric and immunohistochemistry. Twenty Albinus rabbits 

underwent surgery to the bilateral maxillary sinus lift, where the right maxillary sinus was filled 

with blood clot and the left by β-TCP. After periods of 3, 7, 15 and 45 days the animals were 

euthanized and their jaw removed for processing and histological, immunohistochemistry and 

histometric analysis. There was bone formation for both groups only from the period of 15 

days. The Tukey statistical test was applied, and there was statistical difference (p <0.01) 

between the control group and the β-TCP group. The best index of bone formation was for the 

β-TCP group in period prescribed 45 days (33,011 ± 0.0294%) compared to the control group 

(30.502 ± 1.824%). There were also significant differences among groups in relation to the 

studied periods. Thus, we proved that the βTCP was a competent bone substitute in relation 

to bone formation and maintenance area, allowed for proper oral rehabilitation clinical defects. 

 

Keywords: Maxillary sinus, Bone grafting, Tissue Repair 
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1) INTRODUÇÃO 

 

As reabilitações protéticas implantosuportadas tonaram-se comuns em 

pacientes parcial e totalmente desdentados.  Porém o osso alveolar remanescente 

pode não ter espessura e altura suficientes para a instalação de implantes 

osseointegrados, já que a ausência  dental leva a graves e irreversíveis reabsorções 

do osso alveolar [1] *, principalmente em regiões posteriores de maxilas, onde 

normalmente ocorre pneumatização do seio maxilar devido às mesmas reabsorções, 

prejudicando a instalação de implantes [2-3]. 

Atualmente, com o avanço das descobertas na implantodontia, como melhoras 

nas técnicas cirúrgicas [4] e pesquisas com biomateriais, a reconstrução maxilar teve 

um avanço nas reestruturações do tecido ósseo [5], e tornou-se possível a reabilitação 

com próteses implantosuportadas, principalmente nas regiões posteriores. 

Em 1997 Misch descreveu que a altura mínima de remanescente ósseo deveria 

ser de 10 mm para a instalação de implantes em região posterior de maxila. Em alturas 

de até 5 mm seria permitida a utilização de implantes concomitantemente com a 

realização de enxerto ósseo para aumento da altura. Em casos onde a disponibilidade 

óssea fosse de 5mm ou menos, seriam necessários procedimentos cirúrgicos para 

elevação da membrana do seio maxilar com realização concomitante de enxertos 

ósseos, e aguardar a consolidação dos mesmos [6]. 

O levantamento da membrana do seio maxilar foi primeiramente descrito por 

Boyne et al. em 1980, onde visavam a elevação da mucosa sinusal para a interposição 

 

* Referencias bibliográficas de acordo com as normas de publicação da revista Biomterials 
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entre a mucosa e o assoalho da maxila, de enxertos ósseos associados ou não a 

outros materiais osteocondutores. Com esse procedimento esperava-se que 

houvesse formação óssea suficiente para permitir utilização de implantes 

osseointegraveis [7]. 

O osso autógeno é o ponto de partida para comparações com os demais 

biomateriais devido às suas propriedades osteogênicas, osteocondutivas e 

osteoindutivas. Entretanto possui algumas desvantagens, dentre elas, a quantidade 

limitada de tecido coletado, morbidade do leito doador e dificuldade de obter o 

desejado formato para o leito receptor [8 -9]. Sendo assim, o uso dos substitutos 

ósseos sintéticos tem se tornado uma pratica clinica comum já que se propõem a 

contornar as desvantagens do enxerto ósseo autógeno [10]. 

Geralmente os substitutos ósseos são osteocondutores, ou seja, permitem que 

ocorra formação óssea em sua superfície e, além disso, pelo tamanho de suas 

partículas, não são absorvíveis, permanecendo no local após o término do processo 

de reparo incrustados no tecido ósseo neoformado. Segundo Potter e Ellis III em 2004, 

as propriedades de um material ideal para enxerto ósseo são: inércia química, 

biocompatibilidade, não ser alergênico, não ser cancerígeno, possuir um custo 

acessível, ser passível de esterilização sem que haja alteração de sua composição 

química, ser de fácil manipulação e de fácil conformação durante a realização da 

cirurgia, apresentar boa estabilidade (quando da fixação por parafusos) e apresentar 

radiopacidade [11]. Além disso, o material não deve possibilitar crescimento 

bacteriano, que promoveria além de infecções, reabsorções ósseas que culminariam 

com o surgimento de degraus indesejáveis. Finalmente, o material deve ainda, ser 

totalmente reabsorvível e substituível por novo tecido ósseo. 
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Outras considerações específicas também influenciam na escolha dos 

biomateriais como: o tamanho do defeito, a adaptação do contorno interno, a 

restauração do volume adequado, a presença de cavitação dos seios da face, a 

prevenção do deslocamento do material, o risco de traumas futuros e reparo rápido 

versus tardio [12]. 

Com as descobertas do final da década de 60, a utilização de polímeros 

derivados de acido lático e glicólico, vem sendo defendida [13].  Os resultados 

mostraram boas propriedades mecânicas, baixa capacidade alergênica e toxicidade, 

excelente biocompatibilidade e uma cinética previsível de biodegradação, 

despertando a atenção de vários pesquisadores quanto as suas possíveis aplicações 

em tecnologia farmacêutica [14].  

Nesse contexto, inserem-se os scaffolds biodegradáveis que são definidos 

como estruturas que permitem a neoformação óssea concomitantemente com a 

reabsorção de seu arcabouço, agindo como uma matriz temporária para a ancoragem-

dependente de osteoblastos, além da função intrínseca de preenchimento [15]. 

Também pode agir como carreador para fatores solúveis e insolúveis que modulam a 

função celular local [16]. 

Um substituto compósito típico é o β-TCP, que possui excelente osteocondução 

e biocompatibilidade devido a sua similaridade química e cristalográfica com os dentes 

e ossos humanos. Além disso, atua como arcabouço para a migração celular, que 

juntamente com fatores de crescimento estimulam a regeneração óssea [17]. Outra 

característica significativa do β-TCP é sua rápida reabsorção durante o curso da 

regeneração óssea [17], minimizando as reações biológicas esperadas [18]. O grau 

de remodelação ao longo do tempo tem sido relatado dependendo do tipo de material 
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usado, variando de 13,9% a 26% para os materiais aloplásticos e de 16% a 49,5% 

para o osso autógeno [19]. 

Alguns substitutos ósseos sintéticos como o β-TCP têm sido combinados com 

o osso autógeno para estabelecer uma capacidade osteoindutora [20 e 21]. Estes 

materiais reúnem as vantagens de cada elemento como a propriedade osteocondutiva 

do material sintético e a capacidade osteoindutiva do osso autógeno [22]. 

 

 

OBJETIVOS 

Este trabalho se propõe a avaliar a a taxa de remodelação e neofromação 

ósseas e reabsorção de um biomaterial a base de βTCP em levantamento de 

membrana de seios maxilares de coelhos, através de análises histológica, 

histomorfométrica e imunoistoquimica. 
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2) MATERIAL E MÉTODO 

 

 

a)  delineamento experimental:  

 

Foram utilizados 20 (vinte) coelhos da raça Nova Zelândia, variação “albinus”, 

machos, com idade aproximada de 5 (cinco) meses e peso corporal entre 3 a 4 Kg. 

Os animais foram cedidos pelo Biotério da FOA-UNESP e mantidos 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, adotado pelo COBEA, submetido à avaliação do Comitê de 

Ética em Pesquisa da FOA-UNESP e aprovado sob o numero 2012-01103. 

 Os animais foram submetidos a procedimento cirúrgico para levantamento de 

membrana de seios maxilares (bilateralmente) e sendo assim, divididos nos seguintes 

grupos experimentais: 

 

- Grupo controle (CO): 20 seios. Consistindo no grupo que passou por cirurgia de 

levantamento de membrana em ambos os seios maxilares e que tiveram os mesmos 

preenchidos apenas pelo coágulo e as amostras foram distribuídas da seguinte 

maneira: análise no dia 3 (5 seios), dia 7 (5 seios), dia 15 (5 seios) e dia 45 (5 seios). 

 

- Grupo βTCP: 20 seios. Após o procedimento de elevação da membrana sinusal o 

seio maxilar foi preenchido com β-TCP (Graftys® βTCP, LAS, SP, Brasil) e as 
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amostras distribuídas da seguinte maneira: análise no dia 3 (5 seios), dia 7 (5 seios), 

dia 15 (5 seios) e dia 45 (5 seios).  

 

 

b) procedimentos cirúrgicos 

 

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

anestesia geral realizada por 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), 5mg/Kg. Em seguida realizada complementação anestésica através de 

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. 

 Todos os animais deste estudo foram submetidos a procedimentos cirúrgicos 

para elevação da sua membrana. Semelhante ao realizado clinicamente, primeiro os 

seios maxilares foram acessados. O cirurgião foi o mesmo em todos os 

procedimentos. As cirurgias foram realizadas seguindo todos os princípios de 

assepsia para garantir a manutenção da cadeia séptica. 
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c) levantamento da membrana do seio maxilar 

 

 Após prévia tricotomia e antissepsia pré-operatória no dorso nasal por fricção 

de gaze embebida em PVPI 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 a cavidade sinusal do animal foi o 

estabelecido por Asai, Shimizu e Ooya em 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 feita na linha mediana 

do dorso nasal. A pele e o periósteo foram cuidadosamente descolados e 

Incisivos 

Seio Conchal 

Seio Maxilar 

Língua 

A 
B 

Ilustração de um (A) corte coronal e (B) sagital do crânio do coelho mostrando reparos 
anatômicos como os seios conchais, os seios maxilares, os incisivos e a língua. 
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devidamente afastados com um descolador tipo Molt (Hu-Friedy®, German) o 

suficiente para a exposição do osso nasal e a linha da sutura nasoincisal [23]. Após 

exposição, uma janela circular de 5 mm de diâmetro foi confeccionada bilateralmente 

a linha mediana do dorso nasal, aproximadamente a 2 cm anterior a linha da sutura 

nasofrontal e a 1 cm lateralmente a linha média. 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 5mm 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, Joinvile, Brasil), que por sua vez conectava-se a um motor elétrico 

de rotação controlada (modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, São Paulo, Brasil) a 

uma velocidade de 1500 rpm (Figura 1). 

A membrana sinusal foi cuidadosamente descolada e elevada com curetas 

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

fosse mantida. Após o levantamento da membrana , um seio maxilar foi preenchido 

com coágulo, e o lado contralateral com o β-TCP (Figura 2). Finalizado o enxerto, o 

retalho total foi reposicionado, a sutura então realizada com fio Poliglactina 910 5-0 

(Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson&Johnson, São José dos Campos, Brasil) por pontos 

interrompidos simples. 
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d) cuidados Pós-Operatórios 

 

No pós-operatório imediato os animais receberam administração intramuscular 

de Pentabiótico (Fort Dodge Saúde Animal Ltda, São Paulo, Brasil) na dosagem de 

0,1ml/Kg e de Dipirona Sódica (Ariston Indústrias Químicas e Farmacêuticas Ltda, 

São Paulo, Brasil) na dosagem de 1mg/Kg/dia, sendo a primeira dose no pós-

operatório imediato e as demais nos 2 dias consecutivos. Os animais foram mantidos 

no Biotério da 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 3, 7, 15 e 

45 dias de pós operatórios. 

 

e) 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 3, 7, 15 e 45 dias após o procedimento de 
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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. 

 

 

f) preparo das peças 

 

As peças foram fixadas em formol (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 90 dias, a 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, realizaram-se os cortes coronais das peças, a partir do centro do defeito 

cirúrgico criado e  a diafanização com xilol para posterior inclusão em parafina para 

obtenção de cortes com 6 μm de espessura montados em lâminas. Foram separadas 

cerca de 6 lâminas de cada animal para a coloração em hematoxilina e eosina (HE 

Merck & Co. Inc.) e outras 6 de cada grupo experimental para as reações de 

imunoistoquímica. 
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g) 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 ltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador 

Pentium III com um software analisador de imagens digitalizadas, ImageJ (Software 

de Processamento e Análise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens digitalizadas 

foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas. 

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

 

 

h) análise imunoistoquímica 

 

Os anticorpos primários utilizados foram contra Osteoprotegerina – OPG (OPG, 

Goat anti-opg – Santa Cruz Biotecnology),  RANKL (Goat anti-rankl – Santa Cruz 

Biotecnology) e OC (OC, Goat anti-oc – Santa Cruz Biotecnology). O método de 

detecção usado foi por imunoperoxidase, utilizando como cromógeno a 3,3 

diaminobenzidina (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). 
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 Os cortes foram analisados em microscópio óptico (LeicaR® DMLB, 

Heerbrugg, Switzerland) bem como a expressão das proteínas OPG, RANKL e OC, 

acoplado a uma câmera de captura de imagem (Leica® DFC 300FX, Leica 

microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium 

III com um software analisador de imagens digitalizadas (Leica Câmera Software 

Box®, Leica Imaging Manager -IM50 Demo Software). Foram utilizados escores para 

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

dinâmica do tecido ósseo. Os escores atribuídos a presença de proteína foram 1 para 

marcação leve, 2 para marcação moderada e 3 para marcação intensa. Estes escores 

foram atribuídos de acordo com a área de células e tecido marcados positivamente.  

  

 

i) análise estatística 

 

A análise estatística foi conduzida por meio da comparação entre o grupo controle 

e o tratado. Os dados foram analisados com comparações múltiplas de médias por 

contrastes de Tukey. Diferença estatisticamente significativa foi atribuída ao nível de 

P <0,01. Os testes foram conduzidos através de software GMC utilizado para análise 

estatística em estudos na área de saúde. 
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3) RESULTADOS 

 

 

O pós operatório transcorreu sem intercorrências em todos os coelhos. Não 

foram observadas complicações como aparecimento de reações alérgicas ou 

processos infecciosos em nenhum dos períodos do estudo. 

 

 

 

4.1) Análise quantitativa e qualitativa da histologia 

 

 

 Para entender melhor as propriedades osteocondutoras dos biomateriais, as 

análises histológicas foram realizadas. Como esperado, não houve perfuração da 

membrana do seio maxilar de nenhum coelho e o defeito originalmente tratado com 

βTCP foi totalmente preenchido por um conglomerado de partículas do biomaterial, 

coágulo sanguíneo, tecido conjuntivo e osso neoformado. Remanescentes de 

βTCP eram visíveis e estavam em íntimo contato com o tecido ósseo inclusive 

visualizados ao final do período de 45 dias. Defeitos que foram preenchidos com 

coágulo apresentaram apenas um tecido conjuntivo delgado fechando o defeito 

ósseo, com organização estabelecida a partir do período de 15 dias. 

Exames histomorfométricos mostraram que o volume total de tecido 

mineralizado (biomaterial + osso neoformado) reflete os resultados da análise 

imunoistoquímica. Novamente, o βTCP resultou em maior volume de tecido 

mineralizado comparado ao grupo coágulo. Estes dados sugerem que o βTCP 

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

residual no local do defeito. O grupo βTCP apresentou maior volume de tecido 

ósseo neoformado. Curiosamente, a formação de tecido ósseo neoformado foi 

semelhante no grupo controle. Assim, o βTCP apoia a formação de tecido ósseo 

neoformado mais eficiente do que o grupo controle (Figura 3). 

 

 

 

 

4.2 Análise Morfológica 

 

 

4.2.1 – Período de 3 dias 

 

Para ambos os grupos estudados, notamos presença de discreto infiltrado 

inflamatório, tecido conjuntivo desorganizado e início de neoformação vascular 

(angiogênese). A membrana do seio maxilar foi preservada, discreto número de 

células inflamatórios agudas, caracterizando que o infiltrado inflamatório era em 

decorrência do próprio processo cirúrgico. No grupo βTCP os grânulos permaneceram 

inertes no tecido, preservando o volume da membrana do seio maxilar deslocada 

(Figura 4). 
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4.2.2 - Período de 7 dias 

 

Para ambos os grupos, notamos presença de um infiltrado inflamatório crônico 

moderado, tecido conjuntivo em franco processo de maturação com organização de 

vasos sanguíneos neoformados, assim como reabsorção do coágulo presente no 

interior do tecido conjuntivo, causado pelo procedimento cirúrgico. No grupo βTCP os 

grânulos encontravam-se circundados por tecido conjuntivo, caracterizando início de 

atividade celular reparadora (Figura 5). 

 

 

4.2.3 – Período de 15 dias 

 

Decorridos 15 dias do pós operatório, no grupo CO, nota-se a etapa inicial do 

processo de reparo com a intensa proliferação de tecido conjuntivo e a presença de 

remanescente de coágulo sanguíneo. No grupo βTCP há presença de tecido 

conjuntivo em contato direto com a superfície dos grânulos de biomaterial (Figura 6). 

Apesar da intensa atividade celular, notamos raras células inflamatórias e algumas 

células gigantes, principalmente ao redor de coágulo remanescente. Início do 

processo de neoformação óssea, com abundância de osteoblastos e matriz óssea em 

processo de maturação em ambos os grupos. 
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4.2.4 -  Período de 45 dias 

 

No grupo CO aos 45 dias do pós operatório, observa-se em quase toda sua 

extensão a presença de tecido conjuntivo fechando o defeito cirúrgico criado. Em 

contrapartida, no grupo βTCP nota-se, a neoformação óssea com osteoblastos em 

quase todo o perímetro de contato conjuntivo/ βTCP e a discreta presença de tecido 

conjuntivo. Houve diminuição de volume de biomaterial caracterizando sua 

substituição por tecido ósseo com presença de osteócitos, porém observamos ainda 

a presença de biomaterial em abundância no tecido (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

4.3 Análise Imunoistoquímica 

 

Foram realizadas reações imunoistoquímicas utilizando-se anticorpos 

primários contra as proteínas OC, OPG e RANKL analisadas durante o processo de 

reparo na interação membrana seio maxilar/ βTCP.  
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4.3.1 OSTEOCALCINA - (OC) 

 

 A imunomarcação contra osteocalcina foi realizada nas biópsias do tecido 

ósseo com o intuito de avaliar o grau de mineralização do tecido ósseo na presença 

ou ausência do biomaterial testado (βTCP). O resumo dos dados obtidos está 

apresentado na forma de tabela de frequências absolutas para cada período e grupo 

experimental (Figura 8). 

No grupo controle, foram observadas marcações leves e moderadas junto às 

células das biópsias coletadas no período de 3 dias de pós operatórios. A presença 

de osteocalcina caracteriza o fenótipo osteoblástico das células observadas. Aos 7 

dias as imunomarcações para osteocalcina mostraram-se expressas de maneira leve 

e moderada, predominando a última. Foram observadas áreas com atividade de 

formação de tecido ósseo, presença de uma matriz extracelular em processo de 

organização e o início da mineralização em alguns pontos. Aos 15 dias, no grupo 

controle, foi observada a presença de trabéculas ósseas delgadas, mas com a 

presença de marcação positiva para osteocalcina, que se intensificou aos 45 dias de 

pós operatórios, onde as trabéculas apresentaram-se mais espessas e pôde-se notar 

a presença de um tecido maduro, com osteócitos também marcados positivamente 

para esta proteína (Figura 9). 

No grupo βTCP, no período de 3 dias foram observadas marcações 

predominantemente leves nas células das biópsias analisadas. Aos 7 dias, a presença 

da osteocalcina mostrou-se variando entre leve e moderada, com predomínio deste 

último escore. Também foi possível notar a presença de uma matriz extracelular já em 

processo de organização e o início do processo de formação de tecido ósseo, 

principalmente próximo aos remanescentes do biomaterial avaliado.  Aos 15 dias, 
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foram observadas trabéculas ósseas delgadas, com marcação intensa para 

osteocalcina. Aos 45 dias foi possível observar a presença de um tecido ósseo com 

trabéculas espessas e marcadas de maneira intensa para osteocalcina na maioria dos 

espécimes avaliados. Também foram observados osteócitos marcados postiviamente, 

caracterizando a maturidade do tecido ósseo formado junto ao biomaterial (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

4.4  Análise estatística 

 

 

As análises estatísticas e histomorfométricas foram realizadas para ambos os 

grupos estudados e para os períodos de 3, 7, 15 e 45 dias de pós operatório. As 

médias dos valores de área de tecido ósseo neoformado (BV) e do material no interior 

no tecido (βTCP) foram transformadas em porcentagens em relação a área total do 

defeito cirúrgico criado a partir do levantamento da membrana do seio maxilar, e 

comparados entre si. 

A formação óssea foi constatada a partir do período de 15 dias para ambos os 

grupos. Houve diferença estatística (p<0,01) entre o grupo controle e o grupo βTCP 

quando comparados entre si (Figura11). O grupo βTCP apresentou o maior percentual 

de formação óssea, tanto para o período de 15 dias, como para o período de 45 dias. 

Quando os valores foram comparados entre o mesmo grupo, houve diferença 
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estatística entre os períodos, sendo que o período de 45 dias foi superior em relação 

ao grupo 15 dias (Figura 12). 

A mesma diferença estatística foi percebida levando-se em consideração a 

porcentagem de biomaterial no interior do tecido com o decorrer do tempo. Houve 

diminuição gradual significativa em relação a presença do biomaterial com o decorrer 

do tempo, do período de 3 dias para o de 45 dias (Figura 13). Assim como houve 

também uma diminuição na área total do levantamento de seio, no grupo controle, em 

relação ao tempo decorrido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

4) Discussão 

 

A cirurgia de levantamento de membrana de seio maxilar tem como principal 

objetivo um ganho em dimensão vertical posterior em região de maxila [2] através da 

formação de osso vital que permita a integração do tecido pré existente com implantes 

osseointegrados, dando condições para os mesmos de suportarem as forças 

exercidas pelas próteses quando de sua instalação [24]. 

Para possibilitar a viabilidade dessa manobra, são utilizados os enxertos 

ósseos, em sua grande diversidade. O enxerto ideal deveria apresentar os seguintes 

critérios: habilidade de formação óssea - através de proliferação celular - com 

osteoblastos recrutados diretamente da corrente sanguínea ou por osteocondução de 

células ao longo da superfície do enxerto; manutenção de osso maduro ao longo do 

tempo, sem prejuízo funcional; habilidade em estabilizar os implantes quando 

instalados ao mesmo tempo; baixo risco de infecções; habilidade de avaliação e baixa 

antigenicidade [25]. De acordo com os nossos resultados o βTCP possui a maioria 

das propriedades descritas acima e, principalmente, as propriedades osteocondutoras 

ocorreram de forma mais favorável do que para o grupo controle. 

Ueda e colaboradores em 2001 utilizaram 30 coelhos machos em cirurgia de 

levantamento de membrana de seio maxilar e compararam o uso do βTCP associado 

a rhBMP-2 e osso autógeno de crista ilíaca. Em seus resultados observaram não 

haver diferença significativa entre os grupos quanto a neoformação óssea, e além 

disso, o grupo βTCP apresentou vantagens quanto a manutenção da área criada com 

o levantamento da membrana do seio [26]. Fato este que observamos também em 

nosso estudo, onde o grupo coágulo apesar de também conseguir uma formação 

óssea consistente, perdeu consideravelmente em relação a área total. 
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Okamoto e Russo em 1973 descreveram a reparação alveolar em ratos durante 

21 dias. Eles dividiram o processo de reparo em 3 fases distintas (período de formação 

de coágulo e proliferação celular, período de formação de tecido conjuntivo e período 

de ossificação). Ao final do período do estudo, o alvéolo encontrava-se 

completamente preenchido por tecido ósseo.  Em 1987, Carvalho e Okamoto 

acrescentaram uma quarta fase à reparação alveolar [27]. Esta fase representa a 

maturação do tecido conjuntivo que ocorre antes do período de ossificação. 

O βTCP por ser considerado bifásico devido a sua estrutura com microporos 

(<10 µm) e macroporos (100 a 500 µm) permite um aporte celular muito grande, por 

possibilitar a perfusão de fluidos biológicos em seu interior, ocorrendo adesão celular 

à sua estrutura [28]. A formação óssea ocorre através do material e simultaneamente 

ao processo de reabsorção celular [27-29]. Com base na literatura e em nosso estudo, 

o βTCP apresenta propriedades de osteocondução e osseointegração, o que indicam 

o seu uso. 

De acordo com estudos anteriores, o βTCP e o enxerto de osso autógeno 

igualmente apoiam a neoformação óssea [3]. Também, a literatura mostra que o βTCP 

associado ao osso autógeno particulado apresentou melhor desempenho que o osso 

autógeno particulado sozinho [17], suportando a potente propriedade osteocondutora 

deste biomaterial.  

Considerando-se as limitações deste estudo, estes achados são baseados em 

um modelo experimental em seio maxilar de coelhos, que não representa totalmente 

todos os defeitos em maxilares humanos. Porém a composição histológica dessas 

membranas apresenta semelhança histológica, além de o seio maxilar dos coelhos 

apresentar os istmos na mesma localização dos seios maxilares humanos, 

favorecendo sua biologia. Mesmo que o volume do defeito ósseo criado para o acesso 
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à membrana seja de tamanho crítico e as condições para a neoformação óssea sejam 

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 inerentes de coelhos 

adultos, que não é o caso de pacientes idosos que apresentam comprometimento da 

capacidade de regeneração óssea. 

Diferentemente do mencionado pelo fabricante do βTCP, o mesmo ainda 

permaneceu, embora em menor volume, no interior dos tecidos após o período de 45 

dias, embora sua porosidade e dissolução na presença de tecido conjuntivo tenha 

permitido uma maior perfusão de vasos sanguíneos e, com isso, um maior 

recrutamento de células envolvidas no processo de reparo e regeneração óssea. 

Porém admitimos que talvez o período máximo deveria ser de 60 e não 45 dias, para 

percebemos já um maior grau de reabsorção e substituição do biomaterial por tecido 

ósseo. 
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5) Conclusão 

 

Ao final de nosso estudo, pudemos chegar as seguintes conclusões: 

 

- O βTCP é um substituto ósseo que se presta muito bem ao papel de neoformação 

óssea e manutenção de área, desejados para uma correta reabilitação oral, mesmo 

quando utilizado sozinho, o que viabiliza seu uso por minimizar custos e transtornos 

decorrentes do uso de enxertos autógenos. 

 

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

nível máximo quando os defeitos de levantamento de membrana de seio maxilar 

em coelhos foram preenchidos com βTCP em comparação ao simples 

preenchimento com coágulo. Novos estudos devem ser realizados com o βTCP 

para desvendar o potencial osteocondutor deste biomaterial na regeneração óssea, 

aumentando o tempo final do estudo. 
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FIGURAS 
 
 

 
Figura 1 suplemento: Acesso cirúrgico para levantamento da membrana do seio 

maxilar de coelhos e defeito cirúrgico criado com broca trefina de 5 mm. 
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Figura 2 suplemento: Preenchimento dos defeitos com coágulo sanguíneo (lado 

direito) e biomaterial (lado esquerdo). 
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Figura 3 Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE), das 

laminas para histometria, analisando a formação óssea no período final de 45 dias, 

grupo βTCP (lado esquerdo) e grupo controle (lado direito). Aumento 6,3.x.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4 Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no 

período de 3 dias, da periferia do defeito cirúrgico. No grupo βTCP observa-se a 

presença de remanescentes de coágulo e biomaterial (aumento 40. x). No grupo 

controle, notamos abundancia celular e coágulo sanguíneo (aumento 40. x).  

 

βTCP CO 
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Figura 5: Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no 

período de 7 dias, do centro do defeito cirúrgico. No grupo βTCP observa-se 

angiogenese (ponta da seta) e organização do tecido conjuntivo (aumento 40. x) 

maxilar. No grupo controle, notamos reabsorção de remanescentes do coágulo 

(aumento 40. x). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 6: Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no 

período de 15 dias, do centro do defeito cirúrgico. No grupo βTCP observa-se a 

neoformação óssea ao redor do material (ponta da seta) (aumento 40. x). No grupo 

controle, organização de tecido conjuntivo, abundancia de células e neoformação 

óssea (aumento 40. x). 

βTCP CO 

βTCP CO 
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Figura 7: Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no 

período de 45 dias, do centro do defeito cirúrgico. No grupo βTCP observa-se a 

maturação óssea ao redor do material (aumento 40. x). No grupo controle, 

organização de tecido conjuntivo, abundancia de células, neoformação óssea e 

reabsorção de remanescentes de coágulo (aumento 40. x). 
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Figura 8: Escores e frequência de porcentagem para quantificação de imunomarcação 

das proteínas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Fotomicrografias de cortes imonistoquímicos representando a expressão de 

OC (coloração marrom), contendo porções de regiões previamente localizadas nos 

grupos controle em todos os períodos (aumento de 25. X).  
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes imonistoquímicos representando a expressão 

de OC (coloração marrom), contendo porções de regiões previamente localizadas nos 

grupos βTCP em todos os períodos (aumento de 25. X). 
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Figura 11: Análise quantitativa de formação de tecido ósseoem levantamento de 

membrana de seio maxilar em coelhos: Houve maior neoformação no grupo βTCP e 

no período de 45 dias. A análise estatística indicou significância estatística * P <0,01 

entre βTCP e CO entre os perídos 15 e 45 dias, por comparações múltiplas de médias: 

teste de Tukey. 
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PERIODO GRUPO CONTROLE GRUPO βTCP 

15 DIAS 6,716%  ±  0,212  14,451% ± 0,0443    

45 DIAS 30,502%  ± 1,824   33,011% ± 0,0294   

 
Figura 12: Porcentagem de tecido ósseo neoformado em relação a área total do 

levantamento da membrana de seio maxilar em coelhos, para ambos os grupos 
 

 

 

 

 

PERÍODO % βTCP 

3 DIAS 66,6621% ± 0,0559   

7 DIAS 49,340% ± 0,0125   

15 DIAS 36,684% ± 0,1246   

45 DIAS 31,682% ± 0,0257   

 

Figura 13: Porcentagem de βTCP  em decorrência do tempo de pós operatório, presente em 

levantamento de membrana de seio maxilar em coelhos, houve diferença significativa entre 

os períodos (P<0,05) caracterizando reabsorção do material. 
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Anexo A: Certificado do Comitê de Ética do Uso de Animais (CEUA) 
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ANEXO B: Normas da revista para publicação do artigo final 
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