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RESUMO 

Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar o processo de formação óssea 

e a microarquitetura óssea através de uma análise comparativa da entre o 

biomaterial cerabone na forma pura e após processo de sonicação química em 

seios de coelho. Material e método: um total de 10 animais foram realizados 

acessos `as cavidades sinusais bilaterais onde aproximadamente 0,33 g do 

biomaterial foi enxertado. Os animais sofreram eutanásia após 42 dias da 

cirurgia. Para analise imunohisotquimica foram utilizadas imunomarcações com 

anticorpos policlonais. Para avaliação da microarquitetura óssea os parâmetros 

de volume ósseo (BV/TV), espessura trabecular (Tb.Th), separação trabecular 

(Tb. S) e número de trabéculas (Tb.N) foram usados. O teste de Shapiro-Wilk foi 

realizado para determinar o teste adequado e para análise estatística do estudo 

foi usado Teste t Student.  Resultados: o volume ósseo (BV/TV) no Grupo 1 foi 

de 50,935%, enquanto no Grupo 2 foi de 52% (p=0,4623). A espessura do 

trabeculado (Tb,Th) no Grupo 1 foi de 0,2118 mm e no Grupo 2 foi de 0,2114 (p= 

0.980). A separação trabecular (Tb. S) foi de 0,2484 mm no Grupo 1 e no Grupo 

2 foi 0,2451mm (p=0,650). O número de trabéculas (Tb.N) no grupo 1 foi de 

2,4075 1/mm e no Grupo 2 foi de 2,475 1/mm (p= 0.800), conforme a tabela 

abaixo. E score 3 para presença de Osteocalcina. Conclusão: Não houve 

significância estatística para os grupos avaliados (p ≤ 0.05).  

Palavras-chave: biomaterial; coelhos; sonicação química. 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Aim: This study aimed to evaluate the bone formation process and bone 

microarchitecture through a comparative analysis of the biomaterial cerabone in pure 

form and after chemical sonication process in rabbit maxillary sinus. Materials and 

Methods:  total of 10 animals, accesses were made to the bilateral sinus cavities 

where approximately 0.33 g of the biomaterial was grafted. The animals were 

euthanized 42 days after surgery. For immunohistochemical analysis, 

immunostaining with polyclonal antibodies was used. To assess bone 

microarchitecture the parameters of bone volume (BV/TV), trabecular thickness 

(Tb.Th), trabecular separation (Tb.S) and number of trabeculae (Tb.N) were used. 

The Shapiro-Wilk test was performed to determine the appropriate test, and Student's 

t test was used for statistical analysis of the study. Results: the bone volume (BV/TV) 

in Group 1 was 50.935%, while in Group 2 it was 52% (p=0.4623). The thickness of 

the trabeculae (Tb,Th) in Group 1 was 0.2118 mm and in Group 2 it was 0.2114 

(p=0.980). Trabecular separation (Tb.S) was 0.2484 mm in Group 1 and in Group 2 

it was 0.2451 mm (p=0.650). The number of trabeculae (Tb.N) in group 1 was 2.4075 

1/mm and in group 2 it was 2.475 1/mm (p=0.800), as shown in the table below. And 

score 3 for the presence of Osteocalcin. Conclusion: There was no statistical 

significance for the groups evaluated (p ≤ 0.05). 

Keywords: biomaterial; chemical sonication; rabbits. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

A perda dentária está associada a uma saúde bucal pobre, sendo capaz 

de causar impactos fisiológicos, sociais e psicológicos (GUNILLA et al, 2013). 

Fisiologicamente, ocorre uma reabsorção do osso alveolar, principalmente após 

as perdas dentárias, sobretudo na região posterior da maxila, onde há a 

diminuição da altura compreendida entre o assoalho maxilar e a crista alveolar 

(Mattia et al,2018, FARINA et al,2011, BASSIR et al, 2018). Esse processo é 

denominado pneumatização do seio maxilar e limita reabilitação oral através de 

implantes dentários nesta região (CAVALCANTI et al, 2018), o que pode exigir a 

elevação do assoalho do seio maxilar (POLAK & SHAPIRA, 2013) 

Um desafio na clínica odontológica é o controle da reabsorção óssea, que 

requer o desenvolvimento de novas pesquisas visando a melhoria das técnicas, 

o conhecimento e aprimoramento dos materiais utilizados como substitutos 

ósseos (MATTTIA et al, 2013; CAVALCANTI et al 2018). 

Para a reabilitação oral através da terapia com implantes é necessário 

que haja volume ósseo suficiente além da atividade deste no rebordo 

remanescente (MATTIA et al, 2013; RICKERT et al, 2012). Portanto, quando se 

pretende um aumento ósseo vertical prévio pode haver necessidade da 

utilização de diferentes técnicas e substitutos ósseos. (SANDZ-SANCHES et al, 

2015). 

CHAVANAZ (1994), em análise estatística de 15 anos de experiência 

cirúrgica demonstrou as diferentes técnicas que têm sido utilizadas 

rotineiramente para a elevação do seio maxilar e colocação de enxertos.  TATUM 
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(1975) foi o responsável pela descrição da primeira técnica de elevação maxilar. 

Posteriormente, Boyne e James (1980) propuseram uma segunda técnica, 

utilizando-se de osso autógeno e instalação de implante em lâmina seis meses 

após o enxerto.  

Dentre as técnicas existentes para a correção da pneumatização e 

defeitos ósseos maxilares posteriores, a técnica de elevação do seio maxilar é 

considerada uma técnica favorável, segura e com alta previsibilidade de 

sucesso, por permitir a formação de tecido ósseo com qualidade e quantidade 

capaz de possibilitar a instalação de implantes (PANG et al, 2019; TAWIL et al, 

2018; STERN & GREEN, 2012; SILVA et al 2016) 

As técnicas de elevação do seio maxilar consistem na elevação da 

mucosa deste seio, mucosa essa denominada Membrana de Schneider, e entre 

esta e o assoalho maxilar a deposição de materiais de enxertia óssea (BOYNE 

& JAMES,1980). Pretende-se com elas recriar o volume ósseo viável necessário 

nos seios maxilares pneumatizados para posterior instalação de implantes 

(CHAVANAZ, 1994). No entanto, há na literatura uma diversidade de trabalhos 

apontando a melhor correlação entre a técnica de elevação e a indicação clínica. 

(Tabela 1). 

Tabela 1.  Adaptado de Stern & Green, 2012 
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Assim como para a técnica de elevação, há uma variedade de enxertos 

ósseos disponíveis para o uso clínico. Em geral esses enxertos são classificados 

baseados em sua origem: autógeno (próprio paciente), alógeno (mesma 

espécie), xenógeno (espécie diferente) e aloplástico (materiais inorgânicos, 

sintéticos, polímeros e vidro bioativo) (BROWAEYS et al, 2007; BHALLA &DYM, 

2020; MOUSSA & DYM, 2020).  

O enxerto ósseo de origem autógena é considerado o biomaterial padrão 

ouro  (MOUSSA & DYM, 2020; FILLINGHAM & JACOBS, 2016) quando há a 

necessidade de restauração da arquitetura óssea devido a preservação das 

células e proteínas osteogênicas, apresentando além de sua característica 

osteogênica, a capacidade osteoindutora e osteocondutora (MIRON et al, 2013; 

WATANABE et al, 1999; TONG et al, 1998; LUCKHOM & ZARB, 1986), porém, 

por precisarem de um segundo sítio cirúrgico, aumentam a morbidade do 

paciente, dor ou desconforto e outras complicações relacionadas ao aumento do 

tempo cirúrgico (RAGHOEBAR et al; 2007, DEVELIOGLU et al, 2009). 
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Outros tipos de enxertos utilizados são os aloplásticos como as 

biocerâmicas que possuem atividade osteocondutora, lenta reabsorção e baixas 

resistência mecânica, usadas principalmente para preenchimento de cavidades 

(JORDANA et al, 2017). 

Ainda dentre os tipos de enxertos temos os xenoenxertos, que são os 

mais comumente usados dada a sua origem natural e à alta disponibilidades do 

tecido doador e baixo custo (PERIĆ KAČAREVIĆ et al, 2018). Esse tipo de 

enxerto é relatado como osteocondutor, e nenhuma resposta inflamatória foi 

observada com o uso deste biomaterial, podendo ser usado com sucesso como 

substituto ósseo (PIATELLI et al, 1999). 

Os xenoenxertos são derivados de osso bovino desproteinizado 

mineralizado, e tem como vantagem, ser derivado tanto de osso esponjoso 

quanto do osso cortical. Sua arquitetura e estrutura geométrica se assemelha ao 

osso e sua reabsorção é lenta, o que pode ser uma vantagem clínica na 

preservação do volume ósseo aumentado. Por estas características o 

xenoenxerto, derivado de osso bovino parece ser altamente biocompatível e 

osteocondutor (TAWIL et al 2018; JORDANA et al 2017; BROAWAEYS et al, 

2007). Mostra-se de reabsorção lenta, não apresenta resposta inflamatória 

quando utilizado em humanos. Daí o sucesso na utilização deste 

biomaterial como um substituto ósseo em procedimentos de aumento do seio 

maxilar (PIATTELLI et al, 1999) 

A neoformação óssea dos enxertos consiste em três mecanismos 

básicos:  osteogênese, osteoindução e osteocondução. A osteogênese inicia-se 

quando as células vivas do enxerto são transplantadas ao leito receptor, dando 
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origem ao osteóide, esse processo irá depender da quantidade de células viáveis 

presente no enxerto no momento da transferência para o leito receptor, 

determinando a quantidade de neoformação óssea na região. A neoformação 

óssea se dá a partir da diferenciação celular, no qual os fibroblastos são 

diferenciados em odontoblastos, processo esse denominado osteoindução. 

Após a osteogênese e osteoindução, a terceira fase da neo formação óssea é a 

osteocondução. Nessa fase a formação óssea se dá por conta do crescimento 

no número de capilares e células progenitoras que podem estar circundadas e 

entremeadas dentro e fora do enxerto remanescente recém enxertado, esse 

processo irá aumentar a neo formação óssea, sendo que nessa fase o processo 

inicia-se mesmo em momentos antes onde uma nova estrutura óssea já foi 

formada (PINTO, 2007). 

O processo final de mineralização, caracteriza a etapa final de reparação 

óssea e é resultado da deposição de cálcio na matriz de tecido ósseo, composto 

principalmente por colágeno. A osteocalcina (OC) é uma proteína não-colágena 

sintetizada por osteoblastos durante o processo de deposição de cálcio e, é 

considerada uma proteína importante no processo de maturação óssea 

(LUVIZOTO & DIAS, 2010). Essa proteína é um marcador sensível e específico 

da formação óssea (MERLE & DELMAS, 1990). 

Estudos recentes tratam do desenvolvimento de técnicas que propiciem a 

melhora das propriedades destes biomateriais, visando aprimorar a 

funcionalização de suas superfícies com moléculas bioativas que atuam 

diretamente nas células do tecido ósseo desencadeando respostas favoráveis 

ao processo de reparo tecidual (LISBOA-FILHO et al, 2018). Para tanto foi 

demonstrado a viabilidade da utilização do processo de sonicação através do 



19 
 

ultrassom, na qual é possível promover a síntese de materiais nanoestruturados, 

homogeneizando duas ou mais substâncias, por meio de ondas ultra-sônicas, 

promovendo modificações químicas e físicas (BANG & SUSLICK,2010; 

ARRUDA et al, 2013; MASON et al,2011; ROUMIANI & DOROSTI, 2018). 

A técnica da sonicação consiste na conversão de voltagem elétrica em 

ondas sonoras, por meio de um aparelho ultrassom. Estas ondas sonoras 

causam vibrações mecânicas que são transferidas para o meio líquido formando 

bolhas/microbolhas, que entram em colapso, processo este denominado de 

cavitação acústica (PARVEEN et al, 2013). Este método é economicamente 

viável e eficiente na redução e homogeneização de partículas devido a sua 

capacidade de fornecer alta temperatura e pressão em curto espaço de tempo, 

induzindo a rápida alteração morfológica (GOMES-FERREIRA et al, 2018). Os 

efeitos aparecem após os fenômenos de captação acústica, ou seja, a formação 

e colapso implosivo de bolhas em líquido da ordem de microssegundos 

(ARRUDA et al 2013). A oscilação rápida desta ponteira produz um campo de 

alta energia no fluido. No solvente dentro desse campo acontece um processo 

de ebulição e colapso de bolhas (HILDING et al, 2003). As vibrações dessa 

ponteira, em associação ao colapso das bolhas, são capazes de provocar a 

incorporação de substâncias bioativas a materiais. Quando o ultrassom é 

aplicado a um sistema sólido-líquido, devido à proximidade da superfície sólida, 

o colapso entre as bolhas ocorre de forma assimétrica, há uma entrada de fluido 

da bolha para a superfície sólida, a este fenômeno dá-se o nome de 

microstreaming (microjatos), ou seja, há uma penetração das bolhas formadas 

na matriz sólida (BHASKARACHARYA et al, 2009) 
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No intuito de acompanhar o desenvolvimento morfológico da estrutura 

óssea pós enxertos, vem se utilizando diferentes técnicas, como a análise 

histológica e as técnicas de imagem em alta resolução. Embora análises 

histológicas forneçam informações importantes, existem limitações no que se 

refere à microarquitetura óssea (BOUXEIN et al, 2010). Por outro lado, a técnica 

de micro tomografia (micro-CT) permite uma avaliação mais precisa da 

morfologia das trabéculas e corticais ósseas em animais e humanos e é tida 

como “padrão ouro da densidade óssea” (KIM & HENKIN, 2013). Os dados do 

micro CT podem ser usados para calcular parâmetros histomorfométricos 

incluindo superfície óssea (BS), volume ósseo (BV), espessura trabecular média 

(Tb.Th), separação trabecular(Tb.Sp) e número trabecular (Tb.N). Esses 

parâmetros que descrevem a microarquitetura do osso têm se mostrado 

importante, pois tem sido repetidamente mostrado pela literatura que quantidade 

e qualidade ósseas fornecem uma estimativa das propriedades físicas e 

mecânicas do osso (CHOPRA et al, 2009). 

Atualmente, a literatura ainda deixa lapsos a respeito do processo de 

aperfeiçoamento das técnicas de enxertia óssea, no que tange à escolha do 

material, nas formas de prepara-lo, e mesmo no segmento para avaliar o 

sucesso do processo, embora muitos estudos vem sendo desenvolvidos (citar 

alguns). Nesse contexto, este estudo se constitui em analisarmos o xenoenxerto 

Cerabone. um biomaterial com características semelhantes ao osso autógeno. 

 Cerabone é um biomaterial derivado de osso bovino, e exibe uma 

semelhança muito próxima ao osso humano devido à sua porosidade e 

composição química (PERIĆ KAČAREVIĆ et al, 2018). No processo de 

purificação do cerabone, o tecido ósseo é sinterizado em alta temperatura 
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(>1200 °C) para remover todos os compostos orgânicos e também matar príons, 

bactérias e vírus, mantendo a parte inorgânica do osso (hidroxiapatita altamente 

cristalina) (TADIC & EPPLE, 2004). Outro dado importante é a seleção dos 

animais doadores, que está fortemente relacionado à segurança do material. O 

Cerabone é removido de bovino vindos de matadouros registrados na Austrália 

e Nova Zelândia, ambos os países são classificados por apresentarem um risco 

insignificante de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) de acordo com 

Organização para a Saúde Animal (WENZ et al, 2001). 
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JUSTIFICATIVA                                                                                                    
                                     

Diante do exposto, observa-se a importância de se investigar a funcionalização 

do substituto ósseo Cerabone (Botiss Biomaterials, Berlim, Alemanha), 

disponível no mercado e como este reage ao processo de funcionalização 

mediante a utilização da técnica de sonicação química no reparo ósseo em seios 

maxilares de coelhos. 
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2. OBJETIVOS  

1. Objetivos geral 

O objetivo deste estudo é fazer uma análise comparativa entre o substituto ósseo 

Cerabone® (Botiss Biomaterials, Berlim, Alemanha), na forma pura e o 

Cerabone com alteração microestrutural pelo processo de sonicação química, 

no reparo ósseo em seios maxilares de coelhos. 

2. Objetivos específicos 

- Analisar por micro tomografia computadorizada a superfície do 

biomaterial em seios de coelhos  

- Avaliar o índice de calcificação através da imunomarcação para 

osteocalcina, proteína que representa a calcificação óssea. 

- Discutir os resultados apresentados em comparação com a literatura 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1 Modelo experimental:  

Para a presente pesquisa, foram utilizados 10 coelhos machos (Linhagem 

Botucatu) com peso corporal de 3 a 4 kg provenientes do biotério central da 

Universidade Estadual Paulista – UNESP – Campus Botucatu. O presente 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP, protocolo FOA nº 00350- 

2019. Os animais serão acondicionados durante o período pré e pós-operatório 

até a sua eutanásia, em gaiolas individuais, com ração sólida padrão (Ração 

Procoelho, Primor®, Jaguaré, São Paulo, Brasil) e água “ad Libitum”, mantidos 

sob condições controladas de temperatura (22 ± 2ºC) no biotério da Faculdade 

de Odontologia de Araçatuba – UNESP. A definição do número de animais a 

serem estudados em cada grupo foi determinado pelo power test realizado no 

website http://www.lee.dante.br com base em trabalhos anteriores (CANEVA et 

al, 2016). A diferença na média detectada foi de 17.9, com desvio padrão de 

10.1, o nível de significância adotado foi de 5%, o poder do teste foi atribuído à 

80% e conduzido na forma monocaudal. Esta pesquisa foi realizada de acordo 

com as diretrizes ARRIVE para pesquisas em animais, propostas por KILKENNY 

et al (2010). Dessa forma, os animais a serem estudados serão aleatoriamente 

divididos em dois grupos experimentais, de acordo com o material de enxerto: 

                             

 

 

 

 

http://www/
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Tabela 2 – Distribuição dos grupos de estudo 

Identificação do grupo n Material de enxertia 

Grupo 1 10 Biomaterial Cerabone (grupo controle) 

Grupo 2 10 Biomaterial Cerabone sonicado (Grupo teste) 

 

 

3.2 Preparação e caracterização do biomaterial:  

3.2.1 – Preparação: Grupo 2 (Cerabone® Sonicado) 

O protocolo empregado para a preparação e caracterização dos 

Biomateriais foi estabelecido por Gomes-Ferreira & Lisboa-Filho (Kilkenny et al, 

2010) a ser realizado no Laboratório de Materiais Avançados do Departamento 

de Física da Faculdade de Ciências da UNESP-Bauru (Responsável: professor 

Paulo Noronha Lisboa-Filho). 

Para preparação do biomaterial, o Cerabone® puro passou pelo processo 

de sonificação. A sonicação foi realizada utilizando-se o aparelho Sonics® VCX-

750 (Sonics & Materials, Inc., EUA), por cerca de 15 minutos (KILKENNY et al, 

2010). Os parâmetros de sonicação adotados são: potência de 750 W; 

frequência de 20 kHz; e 40% da amplitude nominal do equipamento (450W / 

cm2). Para se obter um sistema homogêneo e ter o tamanho das partículas 

reduzidos será utilizada a água ultra-pura Milli-Q® (Millipore, EUA). A água Milli-

Q® ultrapura faz com que as bolhas de cavitação tenham maior vapor de soluto 

e, assim, acelere o efeito da cavitação acústica.  
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Figura 1 - Sonicação do Cerabone (Grupo 2). 

 

  

 

Foi utilizado durante este processo, um Ultrassom de ponteira que oscila 

a uma frequência fixa e potencial variável.  (Figuras 2 e 3). A água ultra-pura 

Milli-Q® utilizada nesse experimento funciona como um solvente para os solutos 

(Cerabone® puro). Assim, o Cerabone® após o processo de sonificação, 

apresenta modificação em sua estrutura dado este processo de cavitação ou 

colapso das bolhas formadas contra a sua superfície. 

 

Figura 2 - Processo de cavitação. Adaptado de Pokhrel, Vabbina, Pala, 
2016 
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Figura 3 - Colapso da bolha de cavitação. Adaptado de Chemat et al, 
2011. 
 

 
 

Uma vez realizado este processamento, as amostras foram deixadas para 

secar a 60 ºC por um período de 8 horas e, posteriormente, foi realizado um 

processo de esterilização por meio de ultravioleta (UV). 

       

3.2.2 Caracterização do biomaterial 

Estas análises foram realizadas no Laboratório de Materiais Avançados 

do Departamento de Física da Faculdade de Ciências da UNESP-Bauru 

(Responsável: professor Paulo Noronha Lisboa-Filho), mesmo laboratório onde 

foi realizada a fase de preparação relacionada à sonicação. 

3.2.3 Procedimentos cirúrgicos:  

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados no biotério da Faculdade 

de Odontologia de Araçatuba – UNESP. Inicialmente, os 10 animais foram 

mantidos em jejum pré-operatório de 8 horas. A anestesia geral foi realizada por 

administração via intramuscular, utilizando Cloridrato de Ketamina a 1% 

(Vetaset® – Fort Dodge, Saúde Animal LTDA, Campinas, São Paulo, Brasil), na 

dosagem de 10mg/Kg, e Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® – Laboratório 

Calier do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), 5mg/Kg.  

Foi realizada a tricotomia e antissepsia pré-operatória no dorso nasal 

(Figura A) através da fricção de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona Iodo 

Degermante a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquímica, 
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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), e aposição de campos estéreis. O protocolo cirúrgico empregado para a 

realização do acesso a cavidade sinusal foi o estabelecido por Asai, Shimizu & 

Ooya (2002). Para tanto foi utilizada uma lâmina de bisturi número 15C (Feather 

Industries Ltda, Tokyo, Japão), montada em cabo de bisturi número 3 (Hu-

Friedy®, German), para realizar uma incisão linear de 50mm na linha mediana 

do dorso nasal do animal (Figura B). A pele e o periósteo foram cuidadosamente 

descolados com um descolador tipo Molt número 9 (Hu-Friedy®, German) para 

fornecer a exposição do osso nasal e sutura nasoincisal (Figura C). 

Posteriormente à exposição, uma janela circular com diâmetro de 5 mm foi 

realizada bilateralmente a linha mediana do dorso nasal, aproximadamente a 20 

mm anterior a sutura nasofrontal e a 10 mm lateralmente à linha média (Figura 

01), por meio da utilização de uma broca trefina de 3 mm de diâmetro utilizada 

para a demarcação da área (Figura D) e uma broca diamantada esférica nº 1011 

(KG Sorensen®, Cotia, São Paulo, Brasil) para a finalização das osteotomias 

(Figura E), ambas montadas em contra-ângulo redutor de 20:1 (Kavo® do Brasil, 

Joinville, Brasil), conectado a um motor elétrico rotação controlada (modelo BLM 

600 plus, Driller®, Jaguaré, São Paulo, Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm. 

Durante o procedimento foi realizado irrigação com solução salina fisiológica 

estéril a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil). Uma vez realizada a confecção 

da janela no seio maxilar, a membrana sinusal foi descolada e elevada (Figura 

F) com o uso de curetas especiais (Neodent®, Curitiba, Paraná, Brasil) para 

garantir que sua integridade física seja mantida. Uma vez feita a preparação dos 

leitos cirúrgicos, os enxertos foram, então, acondicionados de acordo com a 
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distribuição dos grupos (G1 e G2). Uma quantidade de 0,33g foi colocado em 

cada seio maxilar por procedimento experimental (Franceschi et al, 2013).  

 O reposicionamento da musculatura e do periósteo foi realizada com fio 

Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson & Johnson, São José dos 

Campos, Brasil) através de pontos interrompidos simples, e para a pele foi 

utilizado fio de nylon 5-0 (Ethilon 5-0, Ethicon Johnson&Johnson), onde também 

foi realizado sutura por meio de pontos interrompidos simples (Figura H).  

FIGURAS 4. (A – H). Procedimento cirúrgico para elevação do seio 

maxilar. Adaptado Duailibe de Deus, CB & Garcia Júnior, IR. 

 

                   

Fig. A – Tricotomia e antissepsia                       Fig. B - Incisão 
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Fig. C – Deslocamento periosteal             Fig D – Demarcação da janela

                       

Fig E – Desgaste                                  Fig F – Descol. da membr. do seio 

                     
Fig G – Deposição do biomaterial                                  Fig H – Sutura 

 

 

 

3.2.4 Pós-operatório  

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 em gaiolas com alimentos e água ad libitum até a 

eutanásia. 
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3.2.5 Eutanásia dos animais e coleta dos espécimes  

A eutanásia dos animais foi efetuada após 42 dias da realização do 

procedimento cirúrgico, através da aplicação do protocolo de sedação e 

anestesia com Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® – Fort Dodge, Saúde 

Animal LTDA, Campinas, São Paulo, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e 

Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® – Laboratório Calier do Brasil Ltda, São 

Paulo, Brasil), 5mg/Kg, seguida da perfusão intracardíaca de soro fisiológico a 

0,9% e formaldeído 4% com bomba perfusora peristáltica. Constatada a morte 

dos animais, todo complexo nasal contendo os materiais enxertados foi removido 

com brocas carbide e motor elétrico com abundante irrigação com soro 

fisiológico 0,9% (MERZ, 1968). Após a eutanásia dos espécimes, as amostras 

foram armazenadas em solução de formalina a 10% (pH=7,0) lavadas em água 

corrente por 24 horas e acondicionadas em formaldeído a 10% para fixação 

celular por 48 horas.  

 

 

3.3 Análise imunoistoquímica 

Para este tempo experimental foram propostas imunomarcações para OC 

(Osteocalcina), que é uma proteína associada à calcificação do osso e sua 

expressão indica maturação deste (HUGHES et al, 1995, STREET et al, 2002). 

Para o processamento imunoistoquímico foram utilizados anticorpos primários 

policlonais produzidos em cabras OC (Goat anti-OC, SantaCruz Biotechnology, 

SC18319). 

O padrão da distribuição da imunocoloração foi analisado 

qualitativamente como relatado por DOS SANTOS PEREIRA et al. (2017) por 
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um único observador, previamente calibrado, atribuindo-se os scores 0 (sem 

marcação), 1 (marcação fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de 

avaliar a expressão das proteínas.  

 

 

3.4 Análise da microtomografia 

Antes do escaneamento, os espécimes foram acondicionados em álcool 

70% por 24 horas. Os crânios dos coelhos foram escaneados na direção caudal-

cranial no plano longitudinal usando o micro tomógrafo modelo SkyScan 1174 

(Bruker, Kontich, Belgium) do laboratório de Biomateriais de Odontologia da 

Universidade Unigranrio. Os seguintes parâmetros foram utilizados para 

aquisição das amostras: corrente de 800 A, voltagem de 50 kV, tamanho do pixel 

da imagem 28,8um, passo de rotação de 1,00 deg com 180 º em torno do longo 

eixo do crânio, filtro de alumínio 2,0mm e a média de quadro 2. 

Figura 5. Posicionamento do crânio (caudal-cranial) no micro-CT 
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Figura 6. Imagem da microtomografia 

                            

Em seguida, as imagens foram reconstruídas utilizando o 

software NRecon (v1.6.9.8) (SkyScan – Kontich, Belgium) e foram analisadas 

no software CTAnalyzer (CTAn) (v1.12.4.0) (SkyScan – Kontich, Belgium). Com 

isso, foram definidos a fração de volume ósseo (BV/TV), a espessura trabecular 

(Tb.Th), o número de trabéculas (Tb. N) e a separação das trabéculas (Tb.Sp) 

conforme preconizado por Bouxsein et al (2010). 

As imagens foram abertas, colocadas na posição axial, e 100 cortes das 

amostras foram selecionados usando a ferramenta região de interesse (ROI) na 

porção mais central da área enxertada e delimitada por mão livre com tamanho 

de 252mm 102 mm. 
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Figuras 7 (A-C) – Demarcação do enxerto ósseo no interior do seio 

maxilar no programa CTan 

 

                                    

              Figura A                               Figura B                                 Figura C 

 

 

3.5 Análise estatística dos resultados 

O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para determinar se as amostras 

possuíam distribuição normal e determinar o teste estatístico adequado. Para 

análise estatística do estudo foi usado o Teste t Student (GraphPad Prism 8, 

GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nível de significância adotado foi 

p ≤ 0.05.  
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4. RESULTADOS 
 

O volume ósseo (BV/TV) no Grupo 1 foi de 50,935%, enquanto no Grupo 

2 foi de 52% (p=0,4623). A espessura do trabeculado (Tb,Th) no Grupo 1 foi de 

0,2118 mm e no Grupo 2 foi de 0,2114 (p= 0.980). A separação trabecular (Tb. 

S) foi de 0,2484 mm no Grupo 1 e no Grupo 2 foi 0,2451mm (p=0,650). O número 

de trabéculas (Tb.N) no grupo 1 foi de 2,4075 1/mm e no Grupo 2 foi de 2,475 

1/mm (p= 0.800), conforme a tabela abaixo. Não houve significância estatística 

para os grupos avaliados (p ≤ 0.05). 

 

Tabela 3. Média dos resultados da Micro-CT para os grupos avaliados  

Grupo   BV/TV (%)  Tb.Th (mm)  Tb.Sp (mm)  Tb.N (1/mm)  

Cerabone   50,935  0,2118  0,2484  2,4075  

Cerabone Sonicado  52  0,2114  0,2451  2,475  

  

A proteína osteocalcina, expressa na matriz óssea extracelular 

relacionada à calcificação óssea, apresentou coloração intensa da superfície 

óssea (score 3) e foi observada em todos os grupos. 
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5. DISCUSSÃO 

Ressalta-se que a análise da microarquitetura óssea é umas das 

propriedades essenciais para a qualidade óssea (BURGHARDT et al; BAUER & 

LINK, 2009). Diante disso a micro-CT, com dados micro arquitetônicos 

tridimensionais se mostra um recurso de relevância para tal análise, quando 

comparada a histomorfometria, uma vez que esta última traz dados 

bidemensionais, e a micro-CT tridimensionais. Com base em estudos anteriores, 

nosso estudo teve como objetivo uma avaliação da microarquitetura comparando 

o biomaterial com a funcionalização deste.  

KIM & HENKIN (2013) avaliaram a correlação entre densidade óssea e a 

microarquitetura óssea da maxila e mandíbula de cadáveres humanos através 

de micro-CT e constataram uma variação da densidade óssea de BV/TV de 2,4% 

a 48,2%. Sicca et al (2007), avaliaram a neoformação óssea em seios maxilares 

de coelho utilizando xenoenxerto (Gen-Tech). Em seus resultados foram 

encontrados uma média de 24,16% de densidade de volume ósseo após 8 

semanas de reparo ósseo. Parâmetro como a fração de volume ósseo (BV/TV) 

é importante para determinar os resultados da microarquitetura trabecular. No 

presente estudo, foram encontrados uma média de 50,93% de fração de volume 

ósseo (BV/TV) para o Cerabone puro e 52% para o grupo teste com Cerabone 

após sonicação química depois de 42 dias de reparo ósseo, considerando 

resultados satisfatórios em ambos os grupos. 

HUANG et al (2011) avaliaram as diferenças tridimensionais, através do 

micro CT, da densidade mineral óssea e da microarquitetura de enxertos ósseos 

autógenos e osso nativo adjacente aos enxertos, após elevação de seios 

maxilares. Diferenças significativas entre os dois tipos de osso foram observados 
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para alguns parâmetros: BS / BV,Tb.Pf, Tb.Th e Tb.Sp (P <0,05). BS / BV e Tb.Pf 

foram maiores para osso enxertado [0,56 (1 / pixel) e 0,20 (1 / pixel), 

respectivamente] do que para osso nativo [0,31 (1 / pixel) e 0,07 (1 / pixel), 

respectivamente]. O Tb.Th e o Tb.Sp foram 37,35% e 12,74% menores para o 

osso enxertado (7,85 pixels e 25,61 pixels) do que para osso nativo (12,53 pixels 

e 29,35 pixels). A morfologia da estrutura trabecular do osso enxertado é 

diferente do osso nativo, uma vez que as trabéculas do osso enxertado são finas 

e próximas umas das outras e um osso trabecular desconectado pode ocorrer, 

resultando em estruturas trabeculares altamente complexas. 

PEREIRA et al (2020) compararam as mudanças volumétricas e a 

microarquitetura óssea em seios maxilares humanos aumentada com vidro 

bioativo (Biogran) sozinho, vidro bioativo combinado com enxerto ósseo 

autógeno (1: 1), ou enxerto ósseo autógeno sozinho. Doze seios maxilares foram 

enxertados com vidro bioativo (grupo 1), nove com vidro bioativo misturado com 

enxerto ósseo autógeno 1: 1 (grupo 2) e 12 com enxerto ósseo autógeno (grupo 

3). A fração de volume ósseo (BV / TV) foi 52,06% no grupo 1, 57,04% no grupo 

2, e 57,19% no grupo 3 (P> 0,05). A espessura trabecular (Tb.Th) foi de 0,14 mm 

no grupo 1, 0,19 mm no grupo 2, e 0,38 mm no grupo 3 (P> 0,05). Os números 

trabeculares (Tb.N) para os biomateriais avaliados foram 2,70 1 / mm, 2,86 1 / 

mm e 2,04 1 / mm para os grupos 1, 2 e 3, respectivamente. A separação 

trabecular (Tb. Sp) foi de 0,13 mm no grupo 1, 0,18 mm no grupo 2 e 0,38 mm 

no grupo 3. Os resultados da microarquitetura trabecular mostraram que os 

materiais usados nos grupos 1 e 2 tiveram resultados satisfatórios como 

substitutos ósseos.  
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CHOPRA et al (2009) fizeram uma análise em micro-CT da formação 

óssea após enxerto com beta trifosfato de cálcio (TCP) em levantamento de 

seios maxilares de humanos e avaliaram os parâmetros e resultados Tb.N (2,66), 

Tb.Th (0,23) e Tb.Sp (0,38). No presente estudo, tivemos como resultados 

separação trabecular (Tb. S) foi de 0,2484 mm no Grupo 1 e no Grupo 2 foi 

0,2451mm (p=0,650). O número de trabéculas (Tb.N) no grupo 1 foi de 2,4075 

1/mm e no Grupo 2 foi de 2,475 1/mm (p= 0.800). 

KIM et al (2020) fizeram um estudo comparando a estabilidade 

volumétrica e a formação óssea em calvaria de coelhos após enxertos com osso 

autógeno e um xenoenxerto (Bio-Oss). As amostras tiveram análises clínicas e 

histológicas e, como resultado o xenoenxerto demonstrou uma manutenção de 

volume ósseo e nova formação óssea. Este estudo sugere que o xenoenxerto 

induz a formação óssea devido sua estabilidade e propriedade osteocondutora.  

XU et al, 2004 mostraram que partículas ósseas desproteinizadas 

lentamente reabsorvidas contribuem para o aumento estável do assoalho do seio 

maxilar ao inibir a reabsorção óssea. XU et al (2003) em estudos realizados, 

compararam a capacidade osteocondutora de partículas ósseas 

desproteinizadas de dois tamanhos diferentes em seios maxilares de coelhos, e 

concluíram que partículas pequenas e a distância entre partículas mostra uma 

maior capacidade osteocondutora.  

Na atualidade, existe um caminho de pesquisa através da funcionalização 

de biomateriais. No presente estudo, foi constatado que o Cerabone, após 

passar pelo processo de sonicação, apresenta uma modificação em sua 

estrutura, dado pelo processo de cavitação ou colapso das bolhas formadas 
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contra a sua superfície, e os resultados da microarquitetura óssea foram 

similares aos estudos prévios.  

Para a avaliação do índice de calcificação, foi utilizado imunomarcação 

para osteocalcina, que é proteína expressa em osteoblastos totalmente 

diferenciados, sendo um marcador especifico para a formação óssea (Shyng et 

al, 1999), sendo o resultado de score 3, o que mostra uma marcação intensa 

para osteocalcina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

6. CONCLUSÃO  

O processo de funcionalização do biomaterial não mostrou diferenças 

significativas quando comparado ao biomaterial puro. Mas os resultados da 

microarquitetura óssea foram satisfatórios quando comparado a outros 

biomateriais. 

Outras avaliações devem ser realizadas para uma melhor caracterização 

do tecido ósseo formado. Esse estudo foi experimental e carece de mais dados 

para posterior teste em humanos, e estudos histomorfometricos futuros para 

avaliação celular e do padrão de formação óssea. 
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