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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi analisar microscopica e histometricamente a ação do
osso desmineralizado bovino e do osso composto associado ou não a proteína óssea
morfogenética utilizados em cavidades ósseas  provocadas experimentalmente em
ratos. Para a realização deste estudo, foram utilizados 30 (trinta) ratos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar) divididos em 5 grupos experimentais: Grupo 1: controle;
Grupo 2: Osso desmineralizado; Grupo 3: Osso desmineralizado associado à BMP
(proteína morfogenética do osso); Grupo 4: Osso composto; Grupo 5: Osso composto
associado à BMP. Após anestesia geral foram realizadas: incisão sobre a porção
anterior da tíbia dos animais, descolamento do tecido e duas áreas de osteotomia de
3mm de diâmetro cada uma. As cavidades foram preenchidas com o biomaterial
conforme a divisão dos grupos e recobertas por membrana. Os tempos pós-operatórios
foram 10, 20 e 30 dias. Foram realizadas análises histológica e histomorfométrica.
Aos 20 e 30 dias, o osso composto promoveu melhor evolução da neoformação óssea
do que o osso desmineralizado. Melhores resultados aos 10 e 20 dias foram observados
com os materiais associados à BMP. A associação de BMP ao osso desmineralizado
e ao osso composto melhorou a porcentagem de neoformação óssea nos períodos
de 10 e 20 dias pós-operatórios. O osso desmineralizado e o osso composto são
materiais biocompatíveis e com potencial osteocondutor.

UNITERMOS:  Cirurgia bucal; Biomateriais; Substitutos ósseos; Implante dentário.

Desta forma, os substitutos ósseos devem
ser indicados em situações onde a neoformação
óssea não deva ocorrer às suas expensas, como
nos casos de preenchimento de cavidades onde
há paredes ósseas remanescentes, para melhorar
o contorno de rebordo ou ainda para proteger
implantes parcialmente expostos e que apresentam
a tábua óssea vestibular fenestrada2. Nestas
condições, os substitutos ósseos teriam sua
expectativa de função plenamente coerente com o
que apresentam de propriedade biológica.
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INTRODUÇÃO

Os materiais chamados substitutos ósseos
constituem biomateriais que tem o objetivo de, ao
serem utilizados, diminuir a morbidade que a obtenção
do osso autógeno proporciona ao paciente3,7. No
entanto, as propriedades biológicas dos materiais
homógenos, heterógenos e aloplásticos diferem dos
autógenos por serem predominantemente
osteocondutivos e não osteoindutivos ou
osteogenéticos como o osso autógeno2.
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Entre os substitutos ósseos heterógenos
existentes no mercado nacional, encontra-se o osso
desmineralizado, o osso mineralizado, o osso
composto e a proteína óssea morfogenética, todos
de origem bovina.

Os materiais de origem bovina constituem
materiais teoricamente biocompatíveis4,5, 8, 10 e que
devem ser estudados objetivando conhecer melhor
suas propriedades biológicas já que são largamente
utilizados na clínica.

O  material é considerado desmineralizado
quando a parte inorgânica do osso é removida e,
conforme Urist11 e Taga et al.10 são materiais que
podem apresentar, dependendo do doador,  potencial
osteoindutivo devido a presença de fatores de
crescimento solúveis no seu interior. Já o osso
composto, apresenta partículas de osso
desmineralizado, mineralizado e aglutinante natural
de colágeno. Sua matriz inorgânica tem propriedade
osteocondutora e física semelhantes à humana6.

Com relação às proteínas ósseas
morfogenéticas,  Urist12 afirmou que o “pool” de BMP
apresenta propriedade osteoindutiva já que sua
presença estimula células mesenquimais
indiferenciadas a se transformarem em osteoblastos.

Assim, este trabalho estudou microsco-
picamente a ação do osso desmineralizado bovino
e do osso composto associados ou não à proteína
óssea morfogenética utilizados em cavidades
ósseas  provocadas experimentalmente em ratos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Para a realização deste estudo, foram
utilizados 30 (trinta) ratos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), adultos, com peso médio de 250
gramas e provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia do Campus de Araçatuba, UNESP. Os
animais foram alojados, em número de 5 (cinco)
por gaiola, mantidos em  temperatura ambiente com
luz natural e alimentados com ração sólida a água
ad libitum durante todo o período experimental.

Todos os animais receberam o mesmo
tratamento cirúrgico e foram divididos em 5 (cinco)
grupos experimentais: Grupo 1: controle; Grupo 2:
Osso desmineralizado (Gen-ox® Baumer S.A.);
Grupo 3: Osso desmineralizado associado à BMP;
Grupo 4: Osso composto (Gen-tech® Baumer S.A.);
Grupo 5: Osso composto associado à BMP.

 Procedimentos Cirúrgicos
Os animais foram anestesiados por meio de

injeção intraperitoneal de Pentobarbital Sódico a 3%
(Hipnol, Fontoveter) com dose de 50 mg/kg de peso
corporal do animal.

Na seqüência, realizou-se tricotomia dos
membros posteriores dos animais e, após
antissepsia da pele com polivinilpirrolidona iodada,
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foram colocados sobre a mesa cirúrgica e cobertos
com campos cirúrgicos estéreis.

Com o auxílio de bisturi montado com lâmina
no. 15, foram realizadas incisões longitudinais sobre
as porções anteriores das tíbias envolvendo a pele,
fascia muscular e periósteo. Após o descolamento
do periósteo realizado com um descolador Molt, os
tecidos foram afastados lateralmente, expondo a tíbia.
Utilizando uma ponta reta (Dabi Atlante) montada em
micro-motor (Vector) e uma broca esférica carbide
no. 6, foram realizadas as cavidades ósseas, sempre
sob irrigação externa abundante com soro fisiológico
(Drogasil). Foram realizadas duas cavidades na parede
ântero-medial de cada tíbia para que o traumatismo
cirúrgico fosse igual em todos os animais. As
cavidades ósseas tinham, aproximadamente, 3mm
de diâmetro e a cortical inferior da tíbia não foi rompida
em nenhum dos espécimes.

Na seqüência, as cavidades foram
preenchidas com os biomateriais: matriz orgânica
(Gen-ox® da Baumer S.A.), osso composto (Gen-
tech® da Baumer S.A.) associados ou não à BMP
(Gen-pro® da Baumer S.A.), conforme  divisão
citada anteriormente, e recoberta com membrana
(Gen-derm® da Baumer S.A.). As suturas foram
realizadas com fio mononylon 5-0 (Brasuture) .

Sacrifício dos animais
Os animais foram sacrificados aos 10, 20 e

30 dias após o procedimento cirúrgico por meio de
inalação excessiva de éter sulfúrico.

Processamento laboratorial
Após  obtenção das tíbias dos animais, as

mesmas foram fixadas em formol neutro a 10%
durante 24 horas e, na seqüência, lavadas em água
corrente por mais 24 horas anteriormente a
descalcificação em EDTA a 18%.

Após a descalcificação, as peças foram
desidratadas, clarificadas e incluídas em parafina
para serem realizados cortes semi-seriados com
espessura de 6 micrometros no sentido longitudinal
da peça. Os cortes obtidos foram colocados em
lâminas de vidro e corados pela técnica da
Hematoxilina e Eosina.

Análise microscópica e histomorfométrica
A avaliação microscópica foi realizada por

meio de microscópio de luz binocular (Zeiss)
procurando-se avaliar aspectos morfológicos do
reparo ósseo da cavidade, a evolução do
fechamento e a presença ou não do biomaterial,
procurando-se comparar estes eventos entre os 5
(cinco) grupos experimentais.

A avaliação histomorfométrica foi realizada
utilizando a grade de Merz, que foi superposta aos
cortes histológicos, sempre com aumento original
de 25x, sendo computada a quantidade de espículas
ou trabéculas ósseas que coincidiam com os pontos
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por toda a cavidade, neutrófilos polimorfonucleares
próximos ao material e  espículas ósseas neoformadas
puderam ser observados (Figura 7).

Entre 20 e 30 dias, os aspectos morfológicos
eram semelhantes, sendo observado fechamento
de toda a cortical externa do defeito ósseo e pouca
presença de material aos 20 dias e ausência de
material aos 30 dias (Figura 8).

Grupo Osso composto
Aos 10 dias, observou-se a cortical externa

com solução de continuidade e presença de grande
quantidade de material junto a superfície da cavidade
ou no espaço medular. A neoformação óssea da
cavidade era evidenciada das paredes ósseas para o
centro e as partículas do material estavam envolvidas
por células inflamatórias com predominância de
neutrófilos polimorfonucleares (Figura 9).

Aos 20 dias, observou-se evolução do
fechamento da cortical externa da cavidade óssea
e o material ainda envolvido por células
inflamatórias. Não havia neoformação óssea em
contato com o material (Figura 10).

Após 30 dias, as cavidades encontravam-se
reparadas e era possível observar   algumas
partículas do material na cavidade, em contato com
o tecido ósseo neoformado (Figura 11).

Grupo osso composto associado à BMP
Aos 10 dias, observou-se na maioria dos

espécimes melhor organização da neoformação
óssea da cortical externa e trabéculas ósseas bem
desenvolvidas  no interior da cavidade (Figura 12).

Aos 20 dias, foram observadas aspectos
morfológicos semelhantes aos encontrados aos 10
dias, com melhor desenvolvimento das trabéculas
da cavidade (Figura 13).

Observou-se algumas partículas de material
junto a medula óssea com tecido ósseo neoformado
em contato direto. E após 30 dias, notou-se a cortical
externa completamente fechada e o material com
contato direto com tecido ósseo neoformado e sem
presença de células inflamatórias (Figura 14).

definidos pela grade utilizada. Como a grade define
100 pontos de análise, foi possível obter a
porcentagem de neoformação óssea   em cada
período dos grupos experimentais examinados, por
meio da média aritmética dos resultados obtidos.

RESULTADOS

Análise microscópica

Grupo Controle
Aos 10 dias, foi observada solução de

continuidade da cortical externa e  neoformação óssea
intensa a partir das paredes da cavidade (Figura 1).

Após 20 dias, a cortical externa encontrava-
se invariavelmente reparada com a cavidade
preenchida por trabéculas ósseas mais organizadas
e espessas (Figura 2).

Aos 30 dias, as cavidades ósseas  estavam
totalmente reparadas com trabéculas ósseas
definidas (Figura 3).

Grupo Osso desmineralizado
Aos 10 dias, foi possível observar o material

circundado por infiltrado inflamatório agudo com
predominância de neutrófilos polimorfonucleares e
neoformação óssea incipiente à partir das paredes
ósseas da cavidade, inclusive da cortical externa
da tíbia (Figura 4).

Aos 20 dias, foi evidenciada a presença de
grande quantidade do material no espaço medular
e neoformação óssea, ainda incipiente (Figura 5).

Aos 30 dias, não se observou partículas do
material e a cortical externa encontrava-se
totalmente reparada (Figura 6).

Grupo osso desmineralizado associado
à BMP

Aos 10 dias, observou-se neoformação óssea
mais organizada, sendo que, em alguns espécimes, a
cortical externa encontrava-se com neoformação mais
definida. Partículas do material reparador espalhado
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FIGURA 15 – Porcentagem da neoformação óssea em cada um dos grupos

C = Controle
O = Osso desmine-

ralizado

O+B = Osso desmi-
neralizado + BMP

OC = Osso composto

OC + B = Osso com-
posto + BMP

Resultado Histomorfométrico
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FIGURA 1 - Grupo controle - Cortical externa em reparo.
Áreas de osteotomia (setas). Neoformação óssea (N)

FIGURA 6 - Grupo osso desmineralizado  - Cortical reparada
e ausência de partículas do biomaterial.

FIGURA 7 - Grupo osso desmineralizado + BMP - Partículas
do material imerso em áreas de neoformação óssea
organizada (seta).

FIGURA 8 - Grupo osso desmineralizado + BMP - Cortical
reparada e ausência de partículas do biomaterial.

FIGURA 4 - Grupo osso desmineralizado - Partículas de osso
desmineralizado circundado por infiltrado inflamatório (setas).

FIGURA 2 - Grupo controle - Trabeculado ósseo mais
organizado e espesso na área de reparo.

FIGURA 3 – Grupo controle -  Cortical óssea reparada.

FIGURA 5 - Grupo osso desmineralizado - Material ainda
presente no espaço medular.
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FIGURA 9 - Grupo osso composto - Formação óssea
concêntrica na área de osteotomia.

FIGURA 10 - Grupo osso composto -Infiltrado inflamatório ao
redor das partículas do biomaterial.

FIGURA 11 – Grupo osso composto -Partículas de material
incluído na cortical reparada (seta).

FIGURA 12 – Grupo osso composto + BMP - Trabeculado
ósseo organizado na área de reparo.

FIGURA 13 – Grupo osso composto + BMP -Trabéculas
ósseas mais desenvolvidas.

FIGURA 14 - Grupo osso composto + BMP - Cortical reparada.
Partículas do material imersas na medula óssea.

DISCUSSÃO

A aplicação dos biomateriais classificados
como substitutos ósseos em situações clínicas tem
de obedecer a um planejamento com relação aos
resultados que se pretende obter. Não se deve exigir
respostas biológicas que os biomateriais não
proporcionam. E este é o ponto fundamental das
pesquisas experimentais, ou seja, proporcionar o
conhecimento das respostas biológicas dos diversos
materiais que estão à disposição no mercado e
aplicá-los de forma consciente em situações clínicas.

Muito embora o osso desmineralizado tenha
sido utilizado em diversas pesquisas experimentais

e aplicado clinicamente, é importante a
comprovação científica de sua ação. Urist11 e Taga
et al.10 afirmaram que este material pode apresentar
potencial osteoindutivo devido a presença de fatores
de crescimento solúveis no seu interior. Com a
metodologia empregada neste trabalho, não foi
possível confirmar esta afirmação porque o estudo
da osteoindução, para ser comprovado, necessitaria
de um sítio diferente de uma cavidade óssea onde,
salvo em defeitos críticos, haverá o reparo ósseo
promovido pelas células osteoprogenitoras locais.

No entanto, é possível afirmar que trata-se de
material biocompatível e que permite que o tecido
ósseo neoformado tenha contato com suas
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partículas, o que caracteriza atividade
osteocondutora. Este quadro é possível de ser
observado nos cortes histológicos onde há
partículas de osso desmineralizado junto a medula
óssea e aos 20 dias na porção mais superficial da
cavidade.

Quanto a ausência do material no tempo de
30 dias, não é possível afirmar que as partículas
foram reabsorvidas porque nos tempos anteriores
(10 e 20 dias) não haviam osteoclastos presentes.
Muito provavelmente elas tenham sido expulsas da
cavidade à medida que ocorria a neoformação
óssea.

Entre os grupos estudados, a avaliação
histomorfométrica mostrou que foi o grupo que
apresentou os piores resultados de neoformação
óssea: 27,12% aos 10 dias, 26,87% aos 20 dias e
48,33% aos 30 dias.

O osso composto apresentou partículas de
osso desmineralizado e mineralizado sendo que
estas últimas proporcionam uma ação
osteocondutora segundo Peetz6.  De acordo com
Sicca9 este biomaterial associa a capacidade
osteocondutora da matriz inorgânica com a
capacidade osteoindutora da matriz orgânica
visando otimizar o reparo ósseo, e está
potencialmente indicado na qualidade de substituto
ósseo em cirurgias de levantamento de seio maxilar
porque promove neoformação óssea similar ao
autógeno.

Os resultados da microscopia de luz obtidos
neste trabalho, permitem afirmar que o osso
composto tem uma ação mais positiva com relação
ao material desmineralizado, pois aos 20 dias, a
cortical externa da tíbia dos espécimes apresentava
melhor evolução e havia neoformação óssea mais
ativa, notadamente nos períodos de 20 e 30 dias. A
afirmação de melhor resultado no item neoformação
óssea fica evidente quando comparados os
resultados histomorfométricos dos grupos do osso
demineralizado com o grupo do osso composto.

Quando os materiais foram associados com
a BMP, a neoformação óssea foi acentuadamente
melhorada principalmente nos períodos de 10 e 20
dias. Esta acentuada melhora deveu-se,
provavelmente, ao potencial osteoindutor do “pool”
de BMP. Nossos resultados, demonstraram que
nos grupos em que houve associação com a BMP,
estão de acordo com os valores obtidos por Allegrini
Junior et al.1 que conseguiram um aumento de 30%
de neoformação óssea quando a um biomaterial
composto era adicionado o “pool” de BMP.

Outro dado importante, referente a
associação da BMP aos biomateriais em- pregados
neste trabalho foi o período em que ocorreu
acentuada melhora da neoformação óssea, que foi
observada nos períodos 10 e 20 dias pós-

operatórios, que coincidiam com a atividade de
diferenciação tecidual e neoformação óssea.

Quando o Grupo controle (sem biomaterial)
foi comparado com os grupos experimentais,
observou-se que os resultados de neoformação
óssea eram sempre melhor neste grupo. Este
achado deve-se ao fato de que o reparo de uma
cavidade ou defeito ósseo ser sempre retardado
em sua cronologia quando são utilizados materiais
no interior da cavidade ou defeito ósseo. Este fato
se deve a presença, ao redor dos materiais, de
infiltrado inflamatório agudo com predominância de
neutrófilos polimorfonucleares.

No entanto, é importante que se entenda que
em algumas situação clínicas onde se deseja a
manutenção da espessura  e volume alveolar ou
mesmo em levantamentos de assoalho de seio
maxilar, o uso de biomateriais classificados como
substitutos ósseos podem ser uma opção,
respeitando-se os limites biológicos que o material
apresenta. e obedecendo rigidamente suas
indicações

CONCLUSÃO

- O osso desmineralizado e o osso composto
são materiais biocompatíveis e com potencial
osteocondutor;

- A associação da BMP ao osso
desmineralizado ou ao osso composto melhorou
a porcentagem de neoformação óssea nos períodos
de 10 e 20 dias pós-operatórios.

ABSTRACT
 The aim of this study was to histological and
histometric assess the osseous repairing poten-
tial and the proprieties of heterogenous demineral-
ized bone and compound bone with and without
BMP implanted in cavities prepared in rat tibias
after 10, 20 and 30 days. To accomplish this ob-
jective, 30 rats were used. After general anesthe-
sia, incision and tissue divulsion, 2 cavities of ap-
proximately 3mm diameter were made in each tibia.
The cavities closer to the joint were filled in by clot
(control) and the faraway ones received the materi-
als.  After 20 and 30 days, the group of compound
bone was better results like heterogenous dem-
ineralized bone. However, at 10 days the results
were better when was used BMP in association
with heterogenous demineralized bone and com-
pound bone. Similars results were obtained after
20 and 30 days. Thus, it was possible to conclude
that the materials were biocompatible and
osteocondutive. Besides that, compound bone fa-
vored new bone formation earlier than heterogenous
demineralized bone and both had better results
when in association with BMP.
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