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RESUMO 

Esse estudo foi executado para comparar dois modelos pré-clínicos em ratos (Defeitos críticos 

em calvária e regeneração óssea guiada em mandíbulas) utilizados para avaliação de reparo 

ósseo em áreas enxertadas por meio de análise histomorfométrica. Dez ratos foram utilizados 

para avaliar o reparo de áreas enxertadas com osso bovino desproteinizado, sendo que 5 ratos 

foram submetidos a confecção de defeitos críticos em calvárias (5 mm) e 5 ratos foram 

submetidos a acesso do ramo da mandíbula onde foi instalado uma membrana de teflon em 

forma de domo que foi preenchido com o substituto ósseo que foi mantido em contato com o 

osso. Após 60 dias os animais foram eutanasiados e as amostras obtidas foram submetidas a 

análise histomorfométrica onde foram avaliados a quantidade relativa de osso, remanescente de 

substituto ósseo e tecido mole dentro das áreas enxertadas.  Foi verificado que não houve 

diferenças entre os modelos pré-clínicos testados em relação a quantidade de formação de 

tecido ósseo (19.93 ± 4.55% em calvária vs. 21.00 ± 8.20% em mandíbula). Entretanto, foi 

verificado uma menor quantidade de tecidos moles (43.20 ± 10.97% vs. 57.79 ± 7.61 % - 

p<0.01) e uma maior quantidade de remanescente de substituto ósseo (35.80 ± 5.52% vs. 22.28 

± 4.36 % - p<0.05) nas áreas enxertadas na mandíbula do que nos defeitos críticos em calvária. 

Os modelos pré-clínicos para análise de reparo ósseo em áreas enxertadas em mandíbula e de 

defeitos críticos em calvária apresentam respostas diferentes em relação a quantidade de tecidos 

mole e de remanescentes de substitutos ósseos. 

Palavras-Chaves: Enxerto ósseo, histologia, tomografia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

This study was carried out to compare two preclinical models in rats (Critical sized calvaria 

defects and guided bone regeneration in mandibles) used to assess bone repair in grafted areas 

by means of histomorphometric analysis. Ten rats were used to evaluate the repair of areas 

grafted with deproteinized bovine bone, 5 rats were submitted to critical defects calvaria defects 

(5 mmØ) and 5 rats were submitted to access to the mandibular branch where a teflon-dome 

shaped membrane was filled with the bone substitute and place on the bone tissue. After 60 

days, the animals were euthanized and the samples obtained were submitted to 

histomorphometric analysis, where the relative amount of bone, bone substitute and soft tissue 

within the grafted areas were evaluated. It was verified that there were no differences between 

the preclinical models tested in relation to the amount of bone tissue formation (19.93 ± 4.55% 

in calvaria vs. 21.00 ± 8.20% in mandible). However, it was verified a smaller amount of soft 

tissue (43.20 ± 10.97% vs. 57.79 ± 7.61 % - p<0.01) and a greater amount of bone substitute 

remnant (35.80 ± 5.52% vs. 22.28 ± 4.36% - p<0.05 ) in areas grafted on the mandible than in 

critical defects in calvaria. Preclinical models for analyzing bone repair in areas grafted on the 

mandible and critical defects in calvaria present different responses regarding the amount of 

soft tissue and bone substitute remnants. 

Keywords: Bone graft, histology, tomography 
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1  INTRODUÇÃO  

O tecido ósseo é caracterizado pelo seu potencial de remodelação que é importante para 

manutenção de suas características biomecânicas e funcionais (Claes et al., 2012; Sculean et 

al., 2019). Alterações no processo de remodelação induzidas por lesões traumáticas, doenças 

infecciosas, ou tumores podem levar a formação de defeitos que ultrapassam a capacidade 

regenerativa do tecido ósseo resultados em perda e formação de defeitos ósseos (Grubor et al., 

2015; Chang & Hanasono, 2016; Sculean et al., 2019). A ocorrência desses defeitos pode levar 

a formação de nichos que perpetuam o processo inflamatório, perda de função e 

comprometimento estético que podem comprometer a convivência social do seu portador 

(Chang & Hanasono, 2016; Sculean et al., 2019). Dessa forma, a busca por materiais ou 

associação de materiais que podem tratar os defeitos ósseos de forma previsível tem sido uma 

abordagem cada vez mais pesquisada pela comunidade científica (Bohner et al., 2020; Valtanen 

et al., 2021). 

Embora existam muitos métodos de reconstrução óssea, todos eles têm indicações e 

limitações específicas (Busch et al., 2021). Enxertos ósseos ou biomateriais substitutos são 

comumente usados como estratégias terapêuticas para preencher defeitos ósseos e reconstruir 

grandes segmentos de defeitos ósseos (Busch et al., 2021; Valtanen et al., 2021). Dentre os 

materiais propostos para técnincas de reconstrução óssea, os autoenxertos são considerados  o 

tratamento padrão ouro devido as suas propriedades biológicas, entretanto  a utilização desse 

tipo de enxerto está associado a limitações tais como a morbidade da área doadora, hemorragias, 

aumento de tempo cirurgico e perda de volume de área enxertadas especialmente quando 

utilizado na forma particulada (Nkenke & Neukam, 2014). A fim de superar as limitações 

associadas a utilização do enxerto de osso autógeno, substitutos ósseos de outras origens 

(eg.xenoenxertos; enxertos sintéticos) tem sido constantemente aplicados ou desenvolvidos 

com intuito de permitir o reparo adequado das áreas enxertadas associados a técnincas de 

regeneração óssea guiada (Pang et al., 2017; Oh et al., 2019). O constante surgimento de novos 

substitutos ósseos requer que os mesmos sejam testados previamente a sua aplicação em seres 

humanos por meio de estudos pré-clínicos (Bigham-Sadegh & Oryan, 2015).  

 Os modelos animais para avaliação de regeneração óssea permitem a avaliação da 

biocompatibilidade e potencial regenerativo induzido por diferentes tipos de substitutos de 

tecido ósseo (Batool et al., 2018). Entretanto, a miríade de tipos de defeitos ósseos associadas 

a sua localização, tamanho e fontes de células mesenquimais indiferenciadas tornam importante 

a escolha do tipo de modelo experimental que mais se aproxime com a aplicação clinica prevista 



9 

 

para o substituto ósseo em questão (Donos et al., 2015; Batool et al., 2018). Dentre os modelos 

aplicados, os defeitos críticos em calvária são talvez o modelo experimental pré-clinico mais 

utilizado para avaliação dos substitutos ósseos (Spicer et al., 2012; Donos et al., 2015). Esse 

modelo é caracterizado pela confecção de um defeito circular com diâmetro suficiente para 

impedir a cicatrização espontânea do defeito de tal forma que o substituto ósseo é testado em 

uma condição biológica de cicatrização de difícil resolução (Spicer et al., 2012; Vajgel et al., 

2014). Outro modelo experimental utilizado par análise de substitutos ósseos é a regeneração 

óssea guiada na face lateral da mandíbula na qual o substituto ósseo é acomodado sobre uma 

superfície óssea e isolada dos tecidos vizinhos por uma membrana, o que mimetiza uma 

condição clínica de regeneração óssea guiada comumente utilizada em Odontologia 

(Stavropoulos et al., 2015; Oliveira et al., 2018). 

 A caracterização do potencial desses modelos oferece informações uteis para previsão 

do que poderá ocorrer em tratamento de defeitos ósseos em seres humanos se faz necessária 

para entender que tipo de modelo experimental deve ser utilizado a depender da previsão de 

como o substituto ósseo deverá ser utilizado. 
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2  OBJETIVO GERAL. 

Comparar diferentes métodos de modelos pré-clínicos (Defeitos críticos em calvária e 

regeneração óssea guiada em mandíbulas de ratos). 

 

Objetivo específico: 

 Definir a quantidade de ósseo neoformado, tecido mole e remanescente do 

substituto ósseo em ambos modelos. 

 Avaliar sentido de formação óssea em ambos modelos.  
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3   HIPOTESES  

H0- Não existem diferenças no reparo ósseo em áreas enxertadas com osso bovino 

desproteinizado em modelo pré-clínico de defeito critico na calvária e em modelos de 

preenchimento de domos de teflon em mandíbulas de ratos. 

H1- Existem diferenças no reparo ósseo em áreas enxertadas com osso bovino 

desproteinizado em modelo pré-clínico de defeito critico na calvária e em modelos de 

preenchimento de domos de teflon em mandíbulas de ratos. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

Esse estudo foi aprovado junto ao Comitê de ética de utilização de animais da 

Universidade Federal de Uberlândia - UFU, Faculdade de Odontologia de Uberlândia, Brasil 

(091/18). Para esse estudo foram utilizados 10 ratos (Rattus novergicus, variação Wistar) com 

3 meses de idade, com peso entre 250–300 g que foram mantidos em um ambiente com 

temperatura (21±1ºC), humidade (65-70%), e ciclos de luz (12 horas) controlado. Os animais 

foram alimentados com ração apropriada e foi oferecido água e ração ad libitum. Esse estudo 

foi conduzido de acordo com o protocolo ARRIVE para conduta de estudos pré-clínicos. 

4.1  Grupo. 

Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em 2 grupos com 5 animais 

cada, que foram no período experimental de 60 dias após o procedimento cirúrgico. Cinco ratos 

foram submetidos a confecção de defeitos críticos em calvárias (5 mm) e 5 ratos foram 

submetidos a acesso do ramo da mandíbula onde foi instalado uma membrana de teflon em 

forma de domo que foi preenchido com o substituto ósseo que foi mantido em contato com o 

osso.  

 4.2  Procedimento cirúrgico. 

Após uma semana de aclimatação ao ambiente do biotério, os animais foram 

anestesiados por uma combinação de Quetamina com Xilazina, na proporção de 8mg/Kg de 

massa corporal (Cloridrato de Quetamina – Francotar – Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.) e 

4mg/KG massa corporal (Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. E Com. 

Ltda.), respectivamente. Posteriormente, os animais foram submetidos à tricotomia na região 

massetérica e submandibular ou na calvária e foi realizada antissepsia do campo cirúrgico com 

gaze estéril, embebida em solução de povidine. 

O procedimento de defeito em calvária foi iniciado por meio de acesso cirúrgico à 

porção posterior da calvária por uma incisão bicoronal cutânea e muscular, com 

aproximadamente 3cm de extensão, permitindo a exposição do tecido ósseo. Em seguida, os 

tecidos foram divulsionados até a exposição do periósteo, sendo este incisado e deslocado para 

expor o tecido ósseo. Foram então confeccionados um defeito crítico ósseo circular em um dos 

ósseos parietais da calvária imediatamente após o vértice da sutura coronal do animal, com 5 

mm de diâmetro e aproximadamente 1,5 mm de espessura, dada pela remoção total do tecido 

ósseo (Figura 1). Os defeitos foram confeccionados com auxílio de uma fresa trefina (3i – 3i 

implantes do Brasil) com 5 mm de diâmetro externo, montada em contra - ângulo (Anthogyr – 
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Injecta – Diadema, Brasil) com redução de 16:1, acoplado a um motor para instalação de 

implantes (BML 600 Plus Driller - CK Driller – Brasil), com 1500 rpm, sob irrigação constante 

com soluço salina. Em seguida, as duas perfurações circulares foram marcadas a 2 mm da 

margem dos defeitos e preenchidas com guta-percha que serviram como guia para marcar a 

metade do defeito e orientar os cortes histológicos. Os defeitos foram preenchidos com osso 

bovino desproteinizado (Bio-Oss®, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland) (Figura 1). Em 

seguida, todos os defeitos foram recobertos com o periósteo, e suturados em planos, o periósteo 

com fio de sutura Vicryl 4.0 (Ethicon, Johnson Prod., São Paulo, SP, Brasil) e o tecido cutâneo 

com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson Prod., São Paulo, SP, Brasil). Os animais foram 

medicados no período pós-operatório com uma dose única de pentabiótico (Pentabiótico 

veterinário pequeno porte, Zoetis Dodge, São Paulo, Brasil, Subcutâneo:0,03/g) e de 

cetoprofeno (Ketoflex; Mundo Animal, São Paulo, Brasil, IM: 0,03ml/g). 

Em relação ao procedimento cirúrgico para o modelo de regeneração guiada em 

mandíbulas, incisões horizontais foram executadas na região inferior do ramo da mandíbula e 

foi descolado o tecido muscular e o periósteo para expor a face lateral do ramo ascendente da 

mandíbula dos animais. Quatro perfurações de 0.5mm de diâmetro foram executas através de 

uma broca esférica. Essas perfurações foram paralelas a base da mandíbula e foram executadas 

a 6mm de distância uma da outra formando as arestas de um quadrado. Uma cápsula de teflon 

customizada no formato de um domo possuindo diâmetro externo de 5mm, altura de 2.5mm e 

colar periférico de 1mm foi inserida com sua porção aberta de encontro a face lateral da 

mandíbula, sendo que o espaço dessa cápsula foi preenchido com osso bovino desproteinizado 

(Bio-Oss®, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland), e a cápsula foi posteriormente fixada na 

mandíbula por meio de suturas com fio de seda 4.0 que transpassaram a própria cápsula e as 

perfurações executadas no ramo da mandíbula (Figura 1). Os tecidos moles foram 

reposicionados sobre a cápsula e suturado com fio vicryl 4.0. A medicação pós-operatória 

utilizada foi a mesma que o animais submetidos ao procedimento de defeito critico em calvária. 

Após o período de 60 dias após os procedimentos cirúrgicos, os animais foram 

eutanaziados com uma sobredose de anestésico. As peças da região da calvária e de mandíbula 

foram obtidas e fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 horas e foram descalcificadas por 8 

semanas em solução de EDTA a 7%. 
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 4.3  Análise histomorfométrica. 

A peças histológicas foram seccionadas na sua porção central com espessura de 5 µm 

sendo posteriormente coradas por meio da técnica de hematoxilina e eosina. Três cortes foram 

utilizados para análise histométrica, sendo que o primeiro corte foi sorteado (proveniente da 

primeira ou da segunda lâmina) e o segundo selecionado que tal forma que distasse 40 µm de 

distância do subsequente. As imagens foram fotografadas em um microscópio óptico 

DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Wetzlar, Germany), com objetiva para aumento 

de 25x, através do qual as imagens foram capturadas e enviadas para um microcomputador 

através de uma câmera (Leica Microsystems DFC-300-FX; Leica Reichert & Jung Products, 

Wetzlar, Germany). As mensurações foram feitas utilizado um software analisador de imagens 

(Image J, Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA).  Foi avaliado a composição do tecido 

reparado dentro dos defeitos (osso, remanescente de substituto ósseo e tecido mole) e esses 

valores foram fornecidos em % em relação a área total envolvida no procedimento de enxertia 

(Figura 1).  

4.4  Análise estatística. 

Os dados da análise histométrica desse estudo se distribuíram de acordo com a 

normalidade tal como determinado pelo teste de Kolgomorov-Smirnov. O teste t-não pareado 

foi utilizado para comparar os dados histométricos provenientes das áreas enxertadas em 

defeitos críticos em calvarias ou na face lateral das mandíbulas dos ratos. O software Graphpad 

Prism 6 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para a aplicados dos testes estatísticos. Todos os 

testes foram aplicados com nível de confiança de 95%. 
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Fonte: Autoria própria.  

 

 

 

vs. 

% Osso 

%Substituto ósseo 

%Tecidos moles 

Figura 1 - Resumo dos modelos experimentais e análises executadas nesse estudo 
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5  RESULTADOS 

Os resultados desse estudo demonstraram que o modelo de avaliação pré-clínica de 

regeneração óssea guiada em mandíbula apresentou a mesma quantidade de osso neoformado 

do que o defeito critico em calvária. Entretanto, o modelo de análise de regeneração óssea 

guiada em mandibular apresentou maior quantidade de substituto ósseo e menor quantidade de 

tecido mole do que o modelo de defeito critico em calvária (p<0.05) (Tabela 1). Além disso foi 

percebido que houve uma diferença no sentido de formação óssea entre os modelos 

experimentais onde o osso neoformado se formou nas margens dos defeitos críticos em calvaria 

e na porção lateral associado ao ramo da mandíbula no modelo de regeneração óssea guiada 

(Figura 2).  

 

Tabela 1 - Média e desvio padrão dos dados da análise histomorfométrica em cada modelo 

experimental. 

Histometria% Calvária Mandíbula 

Osso 19.93 ± 4.55 21.00 ± 8.20 

Substituto ósseo 22.28 ± 4.36  35.80 ± 5.52* 

Tecido mole 57.79 ± 7.61  43.20 ± 10.97# 

Fonte: Autoria própria.  

*p<0.05 - Maior quantidade de substituto ósseo do que o modelo de defeito critico em calvária  

– Teste t-não pareado; 

 *p<0.05 - Menor quantidade de tecido mole do que o modelo de defeito critico em calvária – 

Teste t-não pareado. 
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Fonte: autoria própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Imagens representativas dos cortes histológicos em modelos de defeito 

críticos em calvária e de regeneração óssea guiada em mandíbula. As setas negras 

mostram o sentido da formação óssea nesses modelos experimentais. 
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6   DISCUSSÃO 

No presente estudo foi verificado que em forma geral os modelos testados para avaliação 

do potencial dos substitutos ósseos em técnicas de regeneração apresentam diferentes 

características. Apesar do osso neoformado não ter sido diferente entre os modelos testados, a 

localização de osso neoformado ocorreram em regiões distintas. Além disso, o modelo em 

calvária apresentou menor quantidade de remanescente de substituto ósseo e maior quantidade 

de tecidos moles do que o modelo de regeneração óssea guiada em mandíbula. Sendo nossa 

hipótese rejeitada. 

A formação óssea entre os modelos experimentais não foi diferente, porém, ao se avaliar 

o sentido da formação óssea foi verificado que o osso neoformado no modelo de defeito critico 

em calvaria se formou nas margens do defeito indo em direção ao centro do defeito enquanto 

que a formação de osso no modelo de regeneração na face lateral da mandíbula a formação de 

osso segue no sentido da face lateral da mandíbula ao topo da área enxertada. Esse padrão de 

formação de tecido ósseo já foi identificado em estudos pré-clínicos anteriores (Oliveira et al., 

2018; Aroni et al., 2019) e isso ocorre porque o sentido de formação óssea ocorre onde existe 

reservatório de células mesenquimais indiferenciadas que são provenientes da medula óssea. 

Essa formação em regiões diferentes dos defeitos nos leva a crer que os diferentes modelos 

experimentais podem trazer informações relevantes para diferentes tipos de procedimentos 

clínicos.  

Em Odontologia, os procedimentos de regeneração óssea guiada ocorrem com aplicação 

de substituto ósseo em contato com a superfície óssea isoladas dos defeitos por uma membrana 

(Chappuis et al., 2018; Benic et al., 2019), o que é bem distante do que ocorre no teste em 

defeitos críticos em calvaria onde o substituto ósseo repousa sobre o tecido cerebral, separado 

dos mesmos pelas meninges. Esse tipo de condição local oferecido pelo modelo de defeitos 

críticos em calvária pode gerar informações que podem limitar o entendimento de como o 

substituto ósseo poderá se comportar em uma situação clínica na qual o objetivo seja, por 

exemplo, a instalação de implante ou a regeneração de um defeito ósseo periodontal 

(Stavropoulos et al., 2015; Sculean et al., 2019) 

Foi verificado que os modelos experimentais testados foram diferentes em relação a 

quantidade de tecido mole e de substitutos ósseos dentro da área enxertada, onde foi verificado 

que no modelo de defeito critico de calvária houve maior quantidade de tecidos moles 

provavelmente devido ao fato dos substitutos ósseos serem revestidos por tecido mole 

especialmente no centro dos defeitos (Spicer et al., 2012; Vajgel et al., 2014; Aroni et al., 2019).  

Com a área de formação óssea em defeitos críticos em calvaria é menor em relação ao modelo 
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da mandíbula, e a distância das partículas de biomaterial no centro do defeito critico é maior do 

que as partículas localizadas no topo da área enxertada em modelo de mandíbula, é provável 

que isso influencie na osteocondução dos materiais e que exista o desprendimento dos 

substitutos ósseos em defeitos críticos de calvária que acaba sendo ocupado por tecido mole.  

O modelo da cavaria mostraria grande utilidade na avaliação inicial de novas terapias 

osteoindutivas, ou seja quando a intenção é de se avaliar um substituto ósseo que estimule 

formação de novo osso por estimular células mesenquimais a distância a se diferencias em 

osteoblastos (Fountain et al., 2016; Zeiter et al., 2020). Este modelo também mostra utilidade 

para estudar o comportamento e processo de regeneração óssea em defeitos críticos em 

humanos onde se esperasse que o substituto ósseo induza a cicatrização repousado acomodado 

sob tecido mole tal como fraturas de ossos longos onde houve perda de substância já que para 

a recuperação dessas lesões é necessário se colocar um anel de biomaterial revestido por 

periósteo mas que esperasse que boa parte da integração desse material ocorra nas margens do 

material tal como ocorre no modelo de defeito critico em calvária. 

O modelo da mandíbula mostra maior utilidade em casos onde a intenção da pesquisa 

seja de avaliar condições e características do processo de neoformação óssea em na correção de 

defeitos críticos na cavidade bucal, pois esse modelo apresenta maiores semelhanças com a 

forma pela qual os substitutos ósseos são utilizados na resolução de defeitos ósseos do sistema 

estomatognático de uma forma geral onde o biomaterial repousa sobre a paredes de tecido ósseo 

remanescente.  
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7  CONCLUSÃO 

Os modelos pré-clínicos para análise de reparo ósseo em áreas enxertadas em mandíbula 

e de defeitos críticos em calvária apresentam respostas diferentes em relação a quantidade de 

tecidos mole e de remanescentes de substitutos ósseos. 
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ANEXO - Certificado da comissão de ética na utilização de animais 

 
Fonte: Autoria própria.  

 


