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RESUMO 

 Os implantes osseointegráveis são uma alternativa de tratamento que necessita, dentre 
vários fatores, de uma quantidade adequada de tecido ósseo. Em casos de quantidade 
insuficiente podemos utilizar enxertos de diferentes materiais. Dentre eles podemos destacar 
os substitutos ósseos, como o sulfato de cálcio (SCa). O objetivo deste trabalho foi avaliar o 
papel do SCa frente à regeneração óssea, em defeitos de tamanho crítico na calvária de ratos. 
Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, com peso entre 180 e 200 g divididos em 2 grupos 
contendo 20 animais cada (teste – SCa; controle – Bio-Oss®). Posteriormente, cada um dos 2 
grupos foram divididos em 4 outros baseado nos períodos de espera para cicatrização (15, 30, 
45 e 60 dias) totalizando 8 sub-grupos (4 sub-grupo teste e 4 sub-grupo controle). Realizou-se 
defeito circular de 8 mm de diâmetro que foi preenchido com SCa (teste) ou osso bovino 
liofilizado – Bio-Oss® (controle) e recobertos por uma membrana de colágeno reabsorvível. 
Após o período de cicatrização os animais foram mortos, as amostras coletadas, fixadas, 
descalcificadas e submetidas ao processamento histológico para inclusão em parafina. Os 
cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Os defeitos preenchidos por SCa 
desenvolveram nucleações centrais, aos 15 dias de observação, não apresentaram resposta 
inflamatória importante e não desenvolveram fibrose. O SCa foi rapidamente reabsorvido e 
nenhum dos defeitos apresentou total regeneração ao final dos 60 dias de observação. Os 
defeitos preenchidos por Bio-Oss® apresentaram aos 15 dias formação óssea sobre a 
membrana de colágeno. Os grânulos de Bio-Oss® induziram osteocondução e ao final de 60 
dias alguns defeitos apresentaram-se substituídos por osso. Concluímos que o SCa apresentou 
resultados piores do que o osso bovino liofilizado em termos de osso neoformado em todos os 
tempos de observação. 

 

Palavras-chave: Sulfato de cálcio. Calvária. Xenoenxerto. Regeneração óssea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	  

	   	  

ABSTRACT 

 The dental implant is a bone-level dependent treatment that requires, among other 
factors, an adequate amount of bone tissue. In case of insufficient bone, grafts could be 
utilized to preserve/restore this bone using different materials. Among them, it is possible to 
highlight the bone substitutes, such as calcium sulfate (CS). The objective of this paper was to 
evaluate the CS material in critical-size bone defects in calvarial bone of rats. Forty Wistar 
rats (180 to 200 g), male, were divided into 2 groups. Each group was subdivided into 4 other 
based on the period of healing (15, 30, 45 and 60 days). In each animal a circular defect with 
8 mm in diameter was made and filled with CS (test) or Bio-Oss® (control). In all animals the 
defect filled with the respective material was covered by resorbable collagen membrane. 
After the healing period, the animals were killed, samples were collected, fixed, decalcified 
and were embedding in paraffin. The sections were stained with hematoxylin and eosin stain. 
The defects filled with CS developed nucleation centers at 15 days of observation, showed no 
significant inflammatory response and they did not develop fibrosis. CS was quickly resorbed 
and none of the defects showed complete regeneration after 60 days of observation. The 
defects filled with Bio-Oss® showed bone formation at 15 days on collagen membrane. The 
granules of Bio-Oss® induced osteoconduction and after 60 days some defects presented 
bone replacement. We conclude that the CS had worse results in comparison with Bio-Oss® 
material in terms of new bone formation in all observation periods. 

 

Keywords: Calcium sulfate. Skull. Heterografts. Bone regeneration. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As doenças bucais, dentre elas a perda dentária, são um problema de saúde 

pública devido a sua alta prevalência e incidência no mundo (PETERSEN, 2003; 

WENNSTRÖM et al., 2013). Na Europa, aproximadamente metade da população 

adulta necessita de algum tipo de prótese dentária (ZITZMANN; HAGMANN; 

WEIGER, 2007). No Brasil, o levantamento mais recente mostrou que 68,8% dos 

adultos entre 35 a 44 anos perdeu pelo menos um elemento dentário. Quando se avalia 

os resultados em idades mais avançadas, dentro da faixa etária de 65 a 74 anos, a 

porcentagem de pessoas que necessitam de algum tipo de prótese aumenta para 92,7% 

(BRASIL, 2012).  

 Com a perda do elemento dentário ocorre a diminuição da quantidade disponível 

de osso na região do rebordo alveolar (ARAÚJO; LINDHE, 2005; VIGNOLETTI et al., 

2012) e, como consequência, diminui as taxas de sucesso do tratamento com implantes 

osseointegráveis (KHOJASTEH; MORAD; BEHNIA, 2013; PAGNI et al., 2012; 

ROCHIETTA; FONTANA; SIMION, 2008). Na tentativa de intervir nesta situação, 

diversos materiais de enxerto são sugeridos para minimizar a atrofia do rebordo 

alveolar ou formar novo osso na região afetada (BARTEE, 2001; BECKER; HUJOEL; 

BECKER, 2002), dentre eles destaca-se o sulfato de cálcio (CHOY et al., 2012; TSAI 

et al., 2013; HOROWITZ; HOLTZCLAW; ROSEN, 2012). Entretanto, não existem 

trabalhos avaliando histologicamente a cicatrização do tecido ósseo quando se utiliza o 

sulfato de cálcio (SCa), na forma de gesso tipo II (AMERICAN NATIONAL 

STANDARDS INSTITUTE, 2000), como material de enxerto. 

 Neste contexto, o osso autógeno continua sendo considerado o “padrão ouro” para 

os enxertos ósseos devido às suas características osteogênicas, osteoindutoras e 

osteocondutoras (KLIJN et al., 2010a; KOLK et al., 2012; SPIN-NETO et al., 2013). 

Todavia, devido às limitações em termos de quantidade de osso disponível, maior 

morbidade, dor, desconforto aos pacientes e possível desvitalização dos dentes 

adjacentes à cirurgia (GALINDO-MORENO et al., 2007; KAHNBERG; 

WALLSTROM; RASMUSSON, 2011), procuram-se materiais alternativos que 

apresentem resultados clínicos aceitáveis (CORDADO et al., 2008; FROUM et al., 

2006; KLIJN et al., 2010b; NKENKE; STELZLE, 2009; SCHLEGEL et al., 2006; 
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SCHLEGEL et al., 2007) como o osso alógeno (SBORNE et al., 2014; VISCIONNI et 

al., 2010), enxerto xenógeno (ARAÚJO et al., 2008; ARAÚJO; LINDER; LINDHE, 

2011; CANEVA et al., 2012) além dos substitutos ósseos, dentre os quais temos o SCa 

(ALGHAMDI, 2013; CHEN et al., 2013; IEZZI et al., 2007; MAZOR et al., 2011). 

 O SCa é um material considerado biocompatível (PETERS et al., 2006), 

reabsorvível (SCARANO et al., 2007), pode auxiliar no controle da hemostasia 

(SCARANO et al., 2012) e apresenta características osteocondutoras (THOMAS; 

PULEO, 2009). Ele foi avaliado na regeneração óssea guiada (KIM et al., 2013), 

preservação de tecido ósseo (MACHTEI et al., 2013), cirurgia paraendodôntica 

(APAYDIN; TORABINEJAD, 2004) além de ser utilizado em diversos modelos 

animais (ORSINI et al., 2004; NAGATA et al., 2010; CORTEZ et al., 2012). 

 Os enxertos xenógenos, sendo o de origem bovina o mais conhecido, são 

biocompatíveis, osteocondutores e reabsorvidos pelo organismo (CALASANS-MAIA 

et al., 2009; ACCORSI-MENDONÇA et al., 2011). O osso bovino, assim como o SCa, 

não possui componente orgânico e grandes quantidades de material podem ser 

utilizados em defeitos de maior extensão (KOLK et al., 2012; BEURLEIN; MCKEE, 

2010). 

 Existem alguns estudos que demonstraram vantagens na utilização do SCa para o 

crescimento ósseo in vivo, sendo que uma delas seria promover o aumento da 

vascularização na região de defeito ósseo sugerindo, desta forma, um efeito positivo na 

angiogênese (STROCCHI et al., 2002). Pode ainda, se ligar ao osso e após sua 

reabsorção guiar seu crescimento (COETZEE, 1980). Também foi constatado o 

aumento na concentração de BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein), BMP-7, TGF-β 

(Transforming Growth Factor) e PDGF (Platelet Derived Growth Factor) quando o 

SCa foi empregado em defeitos medulares de osso femural, concluindo que o SCa pode 

apresentar um papel biológico no processo de cicatrização (WALSH et al., 2003). Além 

disso, o aumento nos níveis de cálcio extracelular (Ca+2), resultante da dissolução do 

SCa in vitro, pode ser percebido por receptores sensíveis presentes nos osteoblastos, 

estimulando a sua diferenciação (YAMAUCHI et al., 2005). 

 Um estudo da bioatividade do SCa utilizando uma solução de fluído corpóreo 

simulado (SBF- Simulated Body Fluid) mostrou que este material, in vitro, possui uma 

intensa bioatividade, o que favoreceria o crescimento de tecido ósseo sobre sua 
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superfície (MARTINS et al., 2013). Desta forma, este trabalho avaliou, por meio de 

estudo histológico qualitativo, a hipótese de que o SCa pode favorecer a regeneração 

óssea em defeitos ósseos de tamanho crítico, na calvária de ratos. 
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2 OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o papel do sulfato de cálcio frente à 

regeneração óssea, em defeitos de tamanho crítico na calvária de ratos.  

 Como objetivos específicos temos: 

1. Avaliar por meio de microscopia óptica a região do defeito ósseo preenchida 

com sulfato de cálcio; 

2. Avaliar por meio de microscopia óptica o comportamento da membrana de 

colágeno reabsorvível em defeitos de tamanho crítico, preenchidos com sulfato de 

cálcio; 

3. Comparar os resultados do sulfato de cálcio com àqueles obtidos a partir do 

Bio-Oss®. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 3.1. Procedimento experimental em animais 

 

 Para este estudo foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, machos, com peso 

variando entre 180 e 200g. Os animais foram divididos em 2 grupos denominados grupo 

teste (T) e grupo controle (C) contendo 20 animais cada. Dentro de cada grupo os 

animais foram sacrificados após 15, 30, 45 ou 60 dias de intervalo para que ocorresse a 

cicatrização (MORESCHI et al., 2010). Todos os experimentos foram aprovados pelo 

Comitê de Conduta Ética no Uso de Animais em Experimentação da Universidade 

Estadual de Maringá (047/2013-CEEA). 

 Antes da tricotomia e do procedimento cirúrgico os ratos foram pesados e 

anestesiados com uma injeção intramuscular de uma solução 1:1 de Quetamina 

(Dopalen®, Sespo®, Paulínia, Brasil) e Xilazina (Rompun®, Bayer®, São Paulo, 

Brasil). Ambas as soluções na concentração de 1,0 mL.Kg-1. A antissepsia da região da 

cabeça do animal foi realizada com solução de iodo a 2% previamente à incisão 

(Riodine®, Rioquímica®, São José do Rio Preto, Brasil).  

 Uma incisão no sentido transversal de aproximadamente 4,5 cm de comprimento 

foi feita na região da calvária seguindo uma linha imaginária que une as bases das 

orelhas (Figura 1a). Posteriormente, a pele e periósteo foram rebatidos para a região 

anterior expondo o tecido ósseo subjacente. Um defeito de tamanho crítico de 8 mm de 

diâmetro (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; VAJGEL et al., 2013) e profundidade total 

foi realizado na região da calvária com uma broca trefina (Neodent®, Curitiba, Brasil) 

(Figura 1b), específica para tecido ósseo adaptada a contra-ângulo cirúrgico (Micro 

Mega®, Besaçon, França) com velocidade controlada de 800 rpm sob irrigação 

abundante com soro fisiológico (LBS Laborasa, São Paulo, Brasil) (MORESCHI et al., 

2010). 

 O defeito no grupo teste (T) foi preenchido com sulfato de cálcio hemi-hidratado 

(Asfer®, São Caetano do Sul, Brasil) (Figura 1c), previamente descontaminado através 

do processo de esterilização usando o calor úmido em autoclave (Dabi-Atlante®, 

Ribeirão Preto, Brasil), manipulado, seguindo as recomendações do fabricante, na 
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proporção de 40 g de pó e 100 mL de soro fisiológico estéril (LBS Laborasa, São Paulo, 

Brasil). Para o grupo controle o defeito foi totalmente preenchido por osso bovino 

liofilizado (Bio-Oss®, Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça). Após o preenchimento 

completo da cavidade a região foi recoberta por  membrana de colágeno reabsorvível de 

origem bovina (GenDerm®, Baumer®, Mogi Mirim, Brasil) em todos os animais. Após 

a colocação da membrana o tecido mole e periósteo foram reposicionados e suturados 

com fio de nylon 4.0 (Shalon®, Sertix®, Goiânia, Brasil) e procedeu-se a desinfecção 

da região com solução de iodo a 2% (Riodine®, Rioquímica®, São José do Rio Preto, 

Brasil) (Figura 1d). 

 

Figura 1 – Fotografia do procedimento cirúrgico nos animais para confecção de defeito 
de tamanho crítico na calvária de ratos Wistar. Em (a) incisão dos tecidos moles para 
promover acesso ao tecido ósseo. Em (b) tecido mole afastado mostrando o defeito de 
tamanho crítico de 8 mm de diâmetro. Em (c) imagem mostra defeito preenchido por 
sulfato de cálcio. Na imagem (d) a sutura foi realizada. 

  

 Os animais permaneceram em observação sob temperatura controlada até a 

completa recuperação da anestesia. Posteriormente, os mesmos foram colocados em 

caixas plásticas individuais e mantidos sob temperatura controlada (23 ± 1oC), com 

água e comida (Nuvilab®/Nuvital®, Sogorb®, São Paulo, Brasil) ad libitum, sob ciclo 
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claro/escuro de 12h. 

 Decorrido os períodos de cicatrização para cada subgrupo, os animais sofreram 

eutanásia utilizando uma dose equivalente ao triplo da dose anestésica (3,0 mL.Kg-1 de 

solução 1:1 de Quetamina e Xilazina). Após a morte dos animais, amostras de tecido 

ósseo, com margem de segurança, contendo os defeitos, foram retirados e incluídos em 

paraformaldeído 4%, durante 48h. Decorrido este tempo, os materiais foram lavados e 

armazenados em álcool 70%.  

 Posteriormente, os tecidos fixados foram descalcificados em solução de Morse 

modificada (MORSE, 1945) que consiste de citrato de sódio a 20% e ácido fórmico a 

50% por um período de 2 a 3 semanas. Após a descalcificação as amostras de calvária 

foram cortadas transversalmente, a partir da região central do defeito. A seguir foram 

processadas para inclusão em parafina. 

 

 3.2. Estudo microscópico 

 

 A análise microscópica foi realizada de forma descritiva utilizando-se cortes semi-

seriados de 7 µm corados com Hematoxilina e Eosina. 

 As lâminas foram analisadas qualitativamente em microscópio óptico Nikon® 

(Eclipse 80i, Shimjuku, Japão) acoplado a uma câmera de alta resolução (Nikon® DS-

Fi1c, Shimjuku, Japão). Foi utilizado programa para aquisição de imagem específico 

para a marca Nikon®  (NIS-Elements versão 4.0, Praga, República Checa). 
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4 RESULTADOS 

 

 4.1. Observação macroscópica 

 

 Após o procedimento cirúrgico, os animais apresentaram boa recuperação. Não 

ocorreu a morte de nenhum animal. A sutura permaneceu em posição até 

aproximadamente o 10º dia sem a necessidade de intervenção para removê-la. Alguns 

animais desenvolveram edema nas primeiras 72 horas de pós-cirúrgico. Após este 

período a região apresentou aspecto de normalidade.  

Após a morte dos animais, os blocos de tecido contendo os defeitos ósseos 

foram removidos com margem de segurança de aproximadamente 0,5 cm. Após a 

dissecção da pele, foi possível visualizar parcialmente a membrana de colágeno nos 

animais dos grupos de 15 e 30 dias. Nos grupo de 45 e 60 dias não foi possível 

visualizar a membrana macroscopicamente. 

 

 4.2. Observação microscópica 

 

 4.2.1. Tempo de observação de 15 dias 

 

 Os animais do grupo teste exibiram discreta língua de crescimento ósseo a partir 

das margens do defeito e um crescimento aposicional nas superfícies superior e inferior 

da tábua óssea remanescente (Figura 2a). Em alguns animais houve o desenvolvimento 

de osso nas áreas mais centrais do defeito (nucleações), independentemente das margens 

(Figura 2b). 

 Na microscopia, o sulfato de cálcio apresentou aspecto de grânulos esparsamente 

distribuídos no interior do defeito e também nas margens (Figura 2c), e em alguns casos 

foram observados acima da membrana de colágeno. Neste período de avaliação os 

grânulos apresentaram-se no interior de macrófagos ou na matriz extracelular. Não 

houve formação de cápsula fibrosa ao seu redor. 



	  

	  

22	  

	  

 O tecido conjuntivo que preenchia o interior do defeito apresentou-se bastante 

celularizado e vascularizado (Figura 2d). Foram identificados fibroblastos, muitos 

macrófagos isolados ou na forma de células gigantes e neutrófilos, caracterizando uma 

inflamação leve e difusa em algumas áreas; especialmente acima da membrana de 

colágeno, observou-se um processo inflamatório mais intenso. Uma maior frequência de 

células com núcleos condensados, fortemente basofílicos eram observadas em áreas 

mais próximas ao material. Células em apoptose, especialmente macrófagos 

multinucleados, foram identificadas neste período (Figura 2e). 

 Houve deposição de fibras colágenas no tecido de reparo e a presença de vasos 

sanguíneos permeando os grânulos de sulfato de cálcio. Entretanto não havia sinais de 

fibrose. A membrana de colágeno encontrava-se em processo de reabsorção, infiltrada 

por polimorfonucleares (Figura 2f). 
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Figura 2 – Fotomicrografia de defeito de tamanho crítico preenchido com sulfato de 
cálcio na calvária de ratos Wistar, aos 15 dias de observação. Em (a) observar a língua 
de crescimento ósseo a partir das margens do defeito (setas) e presença de osso maduro 
na margem (área delimitada). Em (b) centro de nucleação (setas) no meio do defeito ao 
lado do sulfato de cálcio (*). Em (c) a seta indica uma região onde ocorreu deposição de 
matriz óssea adjacente ao sulfato de cálcio. Na imagem acima e ao lado, detalhe da 
região indicada pela seta. Na imagem (d) pode-se notar presença de tecido bastante 
vascularizado (setas). Em (e) presença de núcleos apoptóticos. A imagem (f) mostra 
membrana de colágeno (delimitada pelo retângulo) sendo infiltrada por células 
inflamatórias (setas). Hematoxilina e Eosina. 
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 No grupo controle, não houve fechamento do defeito ósseo em nenhum animal. 

Além disso, verificou-se uma organização do tecido conjuntivo ao redor dos grânulos de 

osso bovino liofilizado, com discreto infiltrado inflamatório e formação de tecido ósseo 

a partir das margens do defeito, em contato direto com o osso bovino (Bio-Oss®) 

(Figura 3a). Além disso, foi possível perceber o início da deposição de tecido ósseo em 

substituição à membrana de colágeno (Figura 3b). 

 

 

Figura 3 – Fotomicrografia de defeito de tamanho crítico na calvária de ratos Wistar 
preenchidos com Bio-Oss após o tempo de observação de 15 dias. Em (a) nota-se os 
grânulos do material (*) e tecido neoformado em contato com os grânulos (cabeça de 
seta). Em (b) a membrana de colágeno foi substituída por tecido ósseo recém formado 
(setas). Hematoxilina e Eosina. 

 

 4.2.2. Tempo de observação de 30 dias 

 

 Após 30 dias de observação os defeitos preenchidos com sulfato de cálcio 

exibiram o crescimento longitudinal, a partir das margens do defeito, e o crescimento 

aposicional, semelhante àquele dos 15 dias. Neste período, o desenvolvimento ósseo 

destacou-se pela maior quantidade de tecido ósseo substituindo a superfície interna da 

membrana de colágeno que apresentou-se ainda, infiltrada por pequeno número de 

células inflamatórias. 

 A região mais central do defeito apresentou-se preenchida por uma pequena 

quantidade de sulfato de cálcio mergulhado num tecido conjuntivo frouxo. Não houve 
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encapsulamento do material (Figura 4a). Próximo aos grânulos observou-se maior 

concentração de células mononucleadas (Figura 4a). 

 Os animais do grupo controle apresentaram a membrana de colágeno com elevado 

grau de reabsorção e um infiltrado celular caracterizado como leve a moderado. Neste 

grupo também houve deposição óssea sobre a membrana de colágeno. Parte dos 

grânulos de Bio-Oss® sofreu reabsorção parcial ou apresentou-se circunscritos por 

marcófagos (Figura 4b).  

 Entre os grânulos houve o predomínio de tecido fibroso. No tecido conjuntivo 

localizado sobre a superfície externa da membrana de colágeno observou-se uma 

quantidade importante de hemáceas. Não houve reparo do defeito em nenhum animal. 

 

 

Figura 4 – Fotomicrografia de defeito de tamanho crítico na calvária de ratos Wistar 
após o tempo de observação de 30 dias. Na imagem (a) o defeito foi preenchido por 
sulfato de cálcio e observa-se a substituição da membrana por tecido ósseo (setas). Em 
(b) o defeito foi preenchido por Bio-Oss. Nesta imagem pode-se notar a presença de 
tecido ósseo ao redor dos grânulos do material (setas). Hematoxilina e Eosina. 

  

 4.2.3. Tempo de observação de 45 dias 

	  

 Aos 45 dias, a membrana de colágeno dos animais teste apresentou-se bem 

reabsorvida com menor formação de tecido ósseo sobre a membrana (principalmente na 

região externa, oposta ao defeito) em comparação com os animais do grupo controle, 

nos quais a membrana foi quase totalmente substituída por tecido ósseo (Figura 5a). 
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 Neste período, o maior crescimento a partir das margens do defeito foi observado 

no grupo controle. Observou-se uma resposta inflamatória pouco importante em ambos 

os grupos e pequena quantidade de sulfato de cálcio no interior do defeito. No grupo 

controle, parte dos grânulos de Bio-Oss® apresentaram-se envolvidos por macrófagos e 

parte em processo de reabsorção. Não houve o completo reparo do defeito por tecido 

ósseo (Figura 5b). 

 

 

Figura 5 – Fotomicrografia de defeito de tamanho crítico na calvária de ratos Wistar 
após 45 dias. Em (a) o defeito foi preenchido por sulfato de cálcio e pode-se notar a 
formação de tecido ósseo a partir da margem (limite entre osso maduro e novo osso 
marcado por linha vertical tracejada), além da substituição da membrana por osso 
(setas). Em (b) o defeito foi preenchido por Bio-Oss (*) mostrando a membrana de 
colágeno sendo substituída por tecido ósseo (seta). Hematoxilina e Eosina. 

  

 4.2.4. Tempo de observação de 60 dias 

 

 Aos 60 dias de observação, o SCa foi quase completamente reabsorvido. As 

partículas remanescentes encontravam-se envolvidas por células fagocitárias. O defeito 

foi então preenchido por um tecido conjuntivo frouxo na sua maioria, mas com algumas 

áreas fibróticas. Este grupo apresentou pouca ou nenhuma formação óssea a partir do 

osso pré-existente. Aqueles animais nos quais houve osteogênese, o tecido se 

desenvolveu no interior e/ou sobre a membrana de colágeno. Neste período, 

aparentemente, houve menor formação óssea, em comparação com os defeitos 

preenchidos com o osso bovino liofilizado. Neste período de observação, nenhum 

defeito encontrava-se preenchido por tecido ósseo (Figura 6a). 
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 Em comparação com os defeitos preenchidos com sulfato de cálcio, no grupo 

controle houve maior crescimento de osso para o interior do defeito, a partir das 

margens. Houve também evidente formação óssea por osteocondução, em direção aos 

grânulos de Bio-Oss®. Abundante osteogênese foi observada em substituição à maior 

parte da membrana de colágeno; nas regiões onde a membrana foi reabsorvida e não 

ocorreu formação de tecido ósseo, ela foi substituída por tecido conjuntivo frouxo. 

Neste grupo alguns animais apresentaram fechamento completo do defeito por tecido 

ósseo (Figura 6b). 

 

 

Figura 6 – Fotomicrografia de defeito de tamanho crítico na calvária de ratos Wistar 
após 60 dias. Em (a) o defeito foi preenchido por sulfato de cálcio e nota-se a membrana 
de colágeno (*) parcialmente substituída por tecido ósseo (cabeça de seta) além de 
formação de tecido ósseo a partir das margens do defeito (setas). Em (b) o defeito foi 
preenchido por Bio-Oss e se apresentou quase completamente regenerado, com tecido 
ósseo formado a partir das margens do defeito (setas). Hematoxilina e Eosina. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, o SCa foi empregado como material de enxerto  em um defeito 

ósseo de tamanho crítico realizado na calvária de ratos, e seu papel frente ao reparo 

ósseo foi avaliado, do ponto de vista morfológico. Como biomaterial controle foi 

utilizado o Bio-Oss® (ACCORSI-MENDONÇA et al., 2008), que consiste de uma 

matriz óssea mineralizada, de origem bovina, obtida pela remoção da porção orgânica 

por meio de tratamento térmico, a 300 oC (THALLER et al., 1994). Por sua reconhecida 

ação osteocondutora, o Bio-Oss® é muito empregado em procedimentos regenerativos, 

de forma geral. (CARMAGNOLA et al., 2003; BERGLUNDH; LINDHE, 1997; SHIN 

et al., 2004). 

 Embora o resultado clínico dos xenoenxertos inorgânicos tenha sido confirmado 

e amplamente aceito por profissionais e pacientes (CARMAGNOLA et al., 2003; 

ZITZMANN et al., 2001), eles apresentam desvantagens como seu alto preço, processo 

de fabricação demorado, além dos aspectos éticos envolvidos com o uso de animais para 

sua obtenção (AMIRFEYZ; STALENY, 2011; MELLOR; LITTIN, 2004; YANG; 

SYKES, 2007). Por esta razão, têm-se procurado um substituto ósseo seguro, efetivo, 

aceito eticamente, de baixo custo e sustentável para ser utilizado em procedimentos 

regenerativos (ZHANG et al., 2012).  

O SCa (gesso tipo II) utilizado neste estudo é usualmente empregado na 

Odontologia para a confecção de modelos de estudo. Normalmente não é empregado em 

procedimentos cirúrgicos. Entretanto, quando analisado in vitro, num meio de Fluído 

Corpóreo Simulado - SBF (Simulated Body Fluid) mostrou um aspecto de bioatividade 

muito intensa pois ocorreu sua reabsorção e a formação de grande quantidade de apatita 

em sua superfície (MARTINS et al., 2013). A formação de apatita sobre a superfície do 

material, na presença do SBF, é uma condição essencial para que ocorra sua ligação 

com o tecido ósseo vivo (KOKUBO e TAKADAMA, 2006). 

Além do teste de bioatividade, o SCa mostrou bons resultados para outros testes 

in vitro, como o teste de compressão e análise dos valores de pH  em diferentes fluídos. 

A avaliação por espectroscopia no infravemelho por transformada de Fourier (FTIR) 

confirmou a formação de apatita na superfície do SCa após a imersão por 8 dias no SBF 

(MARTINS et al., 2013). 

Quando o sulfato de cálcio é usado como material de enxerto, o mecanismo de 

reabsorção é químico e o material é convertido em íons (cálcio e sulfato). Acredita-se 
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que o potencial osteocondutor do SCa seja devido à sua capacidade de se dissolver 

rapidamente e se converter em depósitos de fosfato de cálcio (FCa), uma apatita 

biológica, que aparece quando os íons cálcio são liberados do SCa para reagir com os 

fluídos corpóreos e funcionando, provavelmente, como uma matriz osteocondutora para 

o osso em crescimento (DASMAH et al., 2012). 

Ricci et al. (2000) demonstraram que além do processo de conversão do SCa, 

existem alguns depósitos que não foram convertidos e podem se incorporar ao osso 

recém formado, caracterizando uma ação osteocondutora do SCa propriamente dito.  

No presente estudo, os testes in vivo demonstraram que o SCa, na forma de 

gesso tipo II, foi biocompatível, favoreceu o desenvolvimento de vasos sanguíneos no 

local do enxerto e não induziu resposta inflamatória importante. Entretanto nos defeitos 

preenchidos pelo SCa, a regeneração óssea se deu em menor quantidade em comparação 

com àqueles preenchidos por Bio-Oss®. No material analisado não foram encontrados 

sinais de atividade osteocondutora. Alguns animais apresentaram nucleações ósseas na 

face dural do periósteo, em localização central, desvinculada das margens ósseas. Essas 

pequenas formações ósseas podem representar um indício de estimulação da atividade 

osteogênica pelo SCa. 

Quando se analisa as imagens verificou-se que existe pequena quantidade de 

sulfato de cálcio na região do defeito e as partículas que estão presentes apresentam-se 

“espalhadas” em seu interior, acima do osso maduro e até para fora do defeito. Estes 

resultados podem ser explicados (i) pelo fato do material ter sido colocado na forma de 

pasta proporcionando um tempo de presa elevado devido à contaminação por proteínas 

e macromoléculas presentes no tecido que levaram a hidratação excessiva do material in 

situ (RICCI et al., 2000). (ii) Como consequência, este fato provocou uma taxa maior de 

reabsorção ativa (fagocitose) e reabsorção passiva (dissolução e/ou hidrólise) do sulfato 

de cálcio (HEIJNEN; HARTMAN, 1991; BOHNER, 2004; KUTKUT et al., 2012; 

ZIMA et al., 2012), provocando sua remoção do local do defeito prematuramente. 

Como consequência da elevada taxa de reabsorção do material, os resultados in 

vivo não puderam confirmar os resultados observados in vitro. Aos 15 dias de 

observação muitos grânulos eram fagocitados por macrófagos e aos 30 dias de 

observação havia pouca quantidade de material preenchendo o defeito. Nos períodos 

subsequentes, quantidades mínimas de SCa eram visualizados. 

De acordo com Al Ruhaimi (2000), o SCa não deve ser usado isoladamente 

como um material de preenchimento ósseo. O rápido índice de dissolução do material 
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faz com que a cavidade óssea se esvazie em um período de tempo menor do que aquele 

necessário para que o crescimento ósseo ocorra, o que resulta em crescimento 

inadequado de osso neoformado para os espaços que eram ocupados pelo material 

reabsorvido, o que explicaria o resultado encontrado na análise histológica. 

Neste trabalho, foi utilizado o defeito de tamanho crítico em calvária de ratos 

Wistar que é um modelo bem estabelecido para o estudo do reparo ósseo (MORESCHI 

et al., 2010, VERNA et al., 2002, KOCHI et al., 2010). O defeito de tamanho crítico 

pode ser definido como o defeito ósseo criado em determinada espécie que não cicatriza 

espontaneamente durante a vida do animal (HOLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990). 

Sua localização na calvária possui algumas vantagens como o osso do crânio ser 

biologicamente inerte (PROLO et al., 1984), permitir dimensões padronizadas dos 

defeitos, acesso cirúrgico adequado e suporte para a implantação de biomateriais pela 

presença da dura-mater e várias camadas de tecido para proteção (GOMES; 

FERNANDES, 2011). Entretanto, é importante ressaltar que este modelo animal possui 

algumas desvantagens como não permitir a análise da cicatrização óssea em condições 

fisiológicas ou de carga biomecânica além da limitada quantidade de tecido ósseo 

neoformado disponível para avalição histológica, principalmente durante as fases 

iniciais do processo cicatricial (VAJGEL et al., 2013). 

Uma possível explicação para que os defeitos críticos não cicatrizem 

espontaneamente durante a vida do animal baseia-se na angiogênese capilar. Nos 

defeitos críticos ocorre a formação de capilares sanguíneos nas margens do defeito sem, 

no entanto, que exista a comunicação da rede de capilar de um lado do defeito com o 

outro lado. Quando se compara a angiogênese de defeitos não-críticos, a rede de 

capilares se forma com anastomoses entre os capilares de um lado e os do outro lado. 

Acredita-se que a formação da rede de capilares seja a chave para entender as diferenças 

da regeneração do osso entre defeitos de tamanho crítico e não-crítico (UDAGAWA et 

al., 2012). 

Devido às características físicas dos dois materiais utilizados no presente estudo 

(SCa e Bio-Oss®), os defeitos ósseos foram associados ao uso de membrana de 

colágeno reabsorvível. A função da membrana foi baseada na suposição de que ela iria 

favorecer a regeneração óssea, dificultando a ocupação do defeito por tecido conjuntivo 

cicatricial (NYMAN et al., 1980; TAGA et al., 2008). O uso das membranas, 

independente de sua classificação (MURPHY; GUNSOLLEY, 2003), quando utilizadas 

isoladamente (BARTEE, 2001; LEKOVIC et al., 1998), ou em conjunto com os 
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substitutos ósseos (BARONE et al., 2008; IASELLA et al., 2003), apresentam 

resultados positivos.  

Quando se emprega materiais de enxerto particulado é interessante usar uma 

membrana que funcione como barreira cobrindo o local da osteotomia previnindo, desta 

forma, a dispersão das partículas e a estabilização do material (YAZDI et al., 2013). 

Pelo fato das membranas biodegradáveis serem feitas de materiais menos rígidos, a 

adição de um material de preenchimento parece dificultar o colapso da membrana e 

mantém o espaço abaixo deles para a formação de coágulo e regeneração óssea 

(ZITZMANN; NAEF; SCHÄRER, 1997). 

Neste estudo constatou-se que embora o SCa tenha sido reabsorvido mais 

rapidamente do que o Bio-Oss®, não houve o colapso da membrana para o interior do 

defeito. A análise histológica das membranas destacou-se, por outro lado, pelo 

desenvolvimento de tecido ósseo em substituição à membrana, em ambos os grupos, 

especialmente nos períodos de 45 e 60 dias, sendo que neste último tempo, o tecido 

ósseo substituiu a membrana em praticamente toda a sua extensão. Este resultado 

demonstrou a alta biocompatibilidade e sugeriu que ela possui uma atividade 

osteocondutora (TAGA et al., 2008). Este padrão de crescimento ósseo substituindo a 

membrana e sem relação direta com o material utilizado como enxerto já foi relatado em 

outros estudos (LUNDGREN et al., 1999, 2000; ROMPEN et al., 1999; 

STAVROPOULOS et al., 2001). 

Ao se observar os resultados positivos do SCa in vitro, suas características 

biocompatíveis e os estudos que demonstram sua atividade osteocondutora, faz-se 

necessário mais estudos com o SCa alterando sua forma de inserção e manipulação, 

além da possibilidade de associá-lo com outros materiais para minimizar a sua 

solubilidade, promovendo seu contato com o tecido por tempo prolongado, com a 

finalidade de melhorar os resultados do SCa.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 De acordo com os resultados deste estudo podemos concluir que:  

 

1. O melhor resultado para os defeitos preenchidos com SCa foram aos 15 dias 

quando se observou o desenvolvimento de nucleações ósseas. A partir de 30 dias de 

observação os defeitos preenchidos com SCa tiveram menor crescimento ósseo se 

comparado ao Bio-Oss®. 

 

2. A membrana de colágeno colocada sobre os defeitos favoreceu o crescimento ósseo 

em ambos os grupos de estudo. 

 

3.  O sulfato de cálcio foi reabsorvido mais rapidamente e seu comportamento quanto 

a regeneração óssea em defeitos de tamanho crítico na calvária de ratos foi menos 

favorável se comparado ao Bio-Oss®. 
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