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A sabedoria de Deus 

 

Um homem que está preparando o terreno para semear trigo não gasta todo o seu 

tempo arando a terra, cavando e remexendo nela. Depois de ter aplanado a terra, 

ele semeia o endro e o cominho e planta o trigo, a cevada e outros cereais nos 

lugares certos. Ele faz tudo direito porque Deus o ensinou. E no tempo da colheita 

ele não usa um instrumento pesado para debulhar os grãos de endro e de cominho; 

pelo contrário, ele usa varas pequenas e leves. Quando malha o trigo, ele não 

continua malhando até quebrar os grãos. Ele sabe passar a carreta por cima das 

espigas sem esmagar os grãos. Esse conhecimento também vem do SENHOR Todo-

Poderoso. Os seus planos são maravilhosos, e ele é sábio em tudo o que faz. 

 

Isaías 28:24 a 29 

 

 



 
 

RESUMO 

 

 

O processo de reparo ósseo é mediado por uma cascata de eventos 

moleculares. Neste trabalho foi avaliada a presença e distribuição de colágeno tipo 

III em feridas alveolares de ratos, preenchidas com matriz dentinária humana 

desmineralizada (MDHD), foram utilizados 32 ratos, machos, linhagem Wistar com 

aproximadamente 250 gramas. O procedimento consistiu da extração dos segundos 

molares maxilares esquerdo e direito, e do preenchimento dos alvéolos esquerdos 

com MDHD e os alvéolos direitos com coágulo, utilizados como controle. Os animais 

foram divididos em quatro grupos experimentais: grupo I, grupos II, III e IV 

compostos por 8 animais cada, submetidos à eutanásia respectivamente, aos 3, 7, 

14 e 21 dias após procedimentos cirúrgicos. As regiões onde foram realizados os 

experimentos foram removidas, examinadas, e em seguida processadas para 

análise em microscopia de luz.  Os resultados demonstraram que a expressão de 

colágeno tipo III foi significativamente maior (p < 0,05) aos 3 e 7 dias no lado 

experimental, apresentando um pico aos 7 dias, o que sugere a atividade 

osteoindutora do material. A MDHD também apresentou capacidade osteocondutora 

durante o reparo ósseo, fato demonstrado pela sua íntima relação com células 

osteogênicas. Dessa forma, a MDHD pode ser um eficiente biomaterial para o 

reparo ósseo. 

 

Palavras-chave: Reparo ósseo, Fator de crescimento, Osteocondução. 

Osteoindução.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 

The bone repair process is mediated by a series of molecular events, involving 

growth factors. This work evaluated the presence and distribution of type III collagen 

in rat alveolar wound filled with demineralized human dentin matrix (DHDM), thirty 

two male Wistar rats weighing approximately 250 g were used. The procedure, the 

second molar left and right jaws were extracted and the alveolus on the left filled with 

DHDM and the right ones were used as controls. The animals were divided into four 

experimental groups: group I, groups II, III and IV consisting of eight animals each, 

sacrificed respectively at 3, 7, 14, 21 days after surgical procedures. The area where 

the experiments were made were removed, examined and processed for analysis by 

microscopy. The results demonstrated that the expression of collagen type III was 

significantly higher (p <0.05) of 3 and 7 days, with a higher growth on the seventh 

day, which showed osteoinductive activity of the material. The DHDM also presented 

osteoconductive during bone repair, as demonstrated by its close relationship with 

osteogenic cells. Further showed that DHDM may represent as efficient biomaterial 

for bone repair. 

 

Keywords: Bone repair, Growth factor, Osteoconductive, Osteoinduction.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Muitos procedimentos invasivos são limitados pela presença de injúrias 

ósseas tais como traumas, neoplasias, infecções, anomalias do desenvolvimento, 

deformidades, tumores e outras condições patológicas que levam a significativas 

perdas ósseas (Dumas et al., 2006). Para tratar estas injúrias, abordagens 

terapêuticas são desenvolvidas a fim de acelerar, melhorar, diminuir o período de 

maturação do tecido ósseo e restabelecer perdas ósseas que não se regeneram 

sozinhas. Assim, o desenvolvimento de biomateriais de enxerto ósseo poderia 

proporcionar condições adequadas para a recuperação e reconstrução óssea 

(Schroeder e Mosheiff, 2011). 

Diversos biomateriais podem ser utilizados como enxerto, dentre eles o 

enxerto autógeno, alógeno, xenógeno além dos materiais sintéticos. O enxerto 

autógeno é o material de escolha, pois tem pouca possibilidade de provocar 

resposta imune e pode conter propriedades de osteoindução e osteocondução. No 

entanto, este enxerto é obtido a partir de uma área doadora, sendo necessárias 

cirurgias adicionais, o que resulta em maior morbidade pós-operatória e 

enfraquecimento dos sítios doadores (Almeida e Alves, 2007). 

A utilização da dentina humana como um material de enxerto originou-se da 

observação clínica e experimental de partículas de dentina, deixadas na loja 

cirúrgica de modo acidental ou intencional, que serviram de foco estimulador da 

osteogênese (Kleinheinz et al., 2005). 

A dentina é um tecido cuja composição, modo de formação e características 

são semelhantes ao tecido ósseo. Há estudos que relatam que a dentina humana 

desmineralizada (MDHD) é uma alternativa para a indução do reparo ósseo, por ser 

biocompatível e apresentar capacidade de estimular a angiogênese e formação 

óssea (Dimitriou et al., 2011). 

Nesse contexto, o presente estudo avaliou a MDHD como biomaterial de 

enxerto e sua influência na expressão de colágeno tipo III, marcador importante para 

o reparo ósseo, pois pode ter grande relevância, sobretudo em diversas áreas onde 
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a utilização de materiais de enxerto é necessária para se restabelecer a função e 

estética.  

 

1.1 TECIDO ÓSSEO  

 

Dotado de alto metabolismo e capacidade de regeneração, o tecido ósseo é 

classificado como tecido conjuntivo de suporte, formado por um conjunto de células 

e matriz extracelular (MEC) mineralizada que representa o principal constituinte do 

esqueleto, protege órgãos vitais e funciona como reserva de moléculas envolvidas 

na homeostase (Junqueira et al., 2000). 

A fase inorgânica da matriz óssea é composta por cristais de hidroxiapatita, 

sendo o cálcio e o fósforo os seus principais componentes. A porção orgânica deste 

tecido é formada por proteínas colágenas e não colágenas, sendo o colágeno tipo I, 

seu principal componente.  As proteínas não colágenas (NCPs) são divididas em 

várias categorias, incluindo proteoglicanos e glicoproteínas, com atividades 

potenciais de adesão celular. Essas proteínas ainda não foram bem elucidadas, mas 

é possível que tenham várias funções como a regulação da deposição mineral e 

regulação da atividade das células ósseas (Clarke, 2008). 

Diferentes células são responsáveis pela formação, reabsorção e manutenção 

da arquitetura óssea. Essas células possuem morfologia distinta, de acordo com os 

estágios de maturação e origem, sendo os osteoblastos e osteócitos pertencentes à 

mesma linhagem mesenquimal, enquanto os osteoclastos derivam de monócitos do 

sangue circulante (Aarestrup,  2012). 

As células osteoprogenitoras originam os osteoblastos, e encontram-se 

recobrindo as superfícies ósseas. Estas células exibem escassas organelas de 

síntese e secreção de proteínas, e formam uma contínua camada de células 

interconectadas, capazes de manter a homeostase e regulando a concentração 

plasmática de cálcio, por mecanismos parcialmente independentes daqueles 

relacionados à remodelação óssea, sendo consideradas como sítio primário de troca 

de íons entre sangue e tecido ósseo (Nanci, 2008). 

Os osteoblastos são células de origem mesenquimal, mononucleadas, de 

núcleo esférico e citoplasma basófilo, responsáveis pela síntese da matriz orgânica 

do tecido, denominada osteóide, a qual funciona como arcabouço para deposição de 
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cristais de hidroxiapatita (Cardaropoli, Araujo e Lindhe, 2003). Essas células são 

capazes de concentrar fosfato e cálcio, participando da mineralização da MEC, e 

após a mineralização do tecido ficam aprisionadas na matriz, tornando-se osteócitos 

(Kumar, 2011). 

Constituinte do sistema mononuclear fagocitário, os ostoclastos são células 

móveis, gigantes, multinucleadas, de citoplasma granuloso e superfície ativa voltada 

para a matriz óssea, onde tem lugar a reabsorção do tecido. Essas células secretam 

ácidos, colagenase e outras hidrolases, capazes de digerir a matriz orgânica e 

liberar os cristais de sais de cálcio, sob a coordenação de citocinas e hormônios 

como a calcitonina e o paratormônio (Raggatt e Partridge, 2010). 

Anatomicamente o tecido ósseo pode ser classificado como compacto ou 

cortical, localizado nas regiões externas dos ossos, e trabecular ou esponjoso, 

caracterizado por um arranjo que delimita pequenas cavidades preenchidas por 

medula óssea. As superfícies internas e externas são revestidas por uma membrana 

conjuntiva, rica nas células osteoprogenitoras, e são denominadas respectivamente, 

endósteo e o periósteo (Junqueira et al., 2000). 

O endósteo proporciona a separação física entre a superfície óssea e a 

medula (Nanci, 2008). O periósteo possui duas camadas, sendo a externa composta 

de tecido conjuntivo irregular e denso, e a interna, em contato com o tecido ósseo, 

composta de células osteoprogenitoras e rico suprimento microvascular (Katchburian 

e Histologia, 2004). 

Histologicamente o tecido ósseo pode ser classificado em imaturo ou primário 

e maduro ou secundário. Apesar de possuírem as mesmas células e constituintes da 

matriz, apresentam disposição diferente das fibras colágenas. O tecido imaturo 

possui fibras colágenas desorganizadas, menor quantidade de cristais de 

hidroxiapatita e maior porcentagem de osteócitos (Junqueira et al., 2000; Kumar, 

2011). O tecido ósseo maduro também conhecido como haversiano ou lamelar, é 

altamente organizado, forte e bem mineralizado, surgindo em substituição ao tecido 

imaturo formado imediatamente após fraturas, osteotomias e implantes ósseos 

apresenta fibras colágenas organizadas em lamelas paralelas ou concêntricas, 

formando os sistemas de Harvers (Clarke, 2008; Kumar, 2011). 
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1.2 FORMAÇÃO, REMODELAÇÃO E REPARO ÓSSEO 

 

Sabe-se que a reparação óssea segue caminhos ou etapas muito similares 

àquelas vistas durante a remodelação e formação embriogênica desse tecido, 

sugerindo que mecanismos moleculares e celulares sejam semelhantes em ambos 

processos (Alves et al., 2009). 

A formação óssea pode se dar por dois processos distintos: a ossificação 

endocondral e intramembranosa. O primeiro processo envolve a diferenciação local 

de células progenitoras em condrócitos, que sintetizam uma matriz de cartilagem 

hialina. A cartilagem é então substituída por osso, por meio de uma sequência de 

acontecimentos que compreende a degradação da cartilagem, a angiogênese e  

vasculogênese, diferenciação de osteoblastos e formação óssea (Shapiro, 2008). A 

formação intramembranosa envolve a diferenciação de células progenitoras 

diretamente em osteoblastos, sem o intermédio cartilaginoso. Ambas as vias levam a 

formação de osso imaturo (wovenbone), que sofre remodelação em osso maduro 

lamelar. Estudos sobre osteogênese apontam fatores de crescimento com 

capacidade de estimular um ou mais passos envolvidos na formação óssea, tanto 

endocondral quanto intramembranosa (Simpson, Mills e Noble, 2006).  

No alvéolo dentário, cavidade óssea deixada após as exodontias, observa-se 

apenas ossificação intramembranosa, sem presença de condrócitos ou formação de 

cartilagem (Kanyama et al., 2003). 

Mesmo na ausência de injúrias, o tecido ósseo apresenta-se em constante 

modificação, na intenção de preservar o tamanho, forma e a integridade estrutural 

do esqueleto, além de regular a homeostase mineral (Clarke, 2008). Esse processo, 

denominado remodelação, é fortemente coordenado, exigindo a atividade 

sincronizada de vários participantes celulares para garantir que a reabsorção e 

formação óssea ocorram sequencialmente, de forma discreta na superfície do osso 

cortical e medular na mesma localização anatômica, preservando assim a massa 

óssea (Raggatt e Partridge, 2010; Trouvin e Goëb, 2010).  

De acordo com Senta e colaboradores (2009) o ciclo celular de remodelação 

óssea pode ser dividido em cinco eventos: (1) quiescência; (2) recrutamento de pré-

osteoclastos e diferenciação osteoclástica; (3) reabsorção óssea pelos osteoclastos; 

(4) recrutamento de pré-osteoblastos e diferenciação osteoblástica; (5) formação 

óssea.  
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O fenômeno de regeneração óssea acontece após injúrias, sendo 

caracterizado por ações integradas de diferentes células que atuam em fases 

sequenciais de inflamação, migração, diferenciação e proliferação de células 

osteogênicas (Raggatt e Partridge, 2010), síntese de MEC, mineralização do 

osteóide, maturação e remodelação óssea. (Lalani et al., 2005). 

O reparo alveolar seguido da exodontia foi estudado em diferentes modelos 

animais (Cardaropoli, Araujo e Lindhe, 2003; Sato e Takeda, 2007; Alves et al., 

2009; Mendes et al., 2010; Oliveira et al., 2013), e muitos estudos demonstraram 

que esse processo de reparo passa por uma série de eventos, tais como (1) 

formação e maturação do coágulo sanguíneo; (2) infiltração de fibroblastos 

substituindo o coágulo; (3) estabelecimento de uma matriz provisional que permite a 

formação de tecido ósseo (Cardaropoli, Araujo e Lindhe, 2003).  

O processo de reparo do alvéolo dental parece ser histologicamente similar 

àquele observado em outros sítios do esqueleto, no entanto, o ambiente oral abriga 

grande número de espécies microbianas e o reparo ósseo, em um ambiente 

contaminado e pode apresentar uma situação diferente daquela encontrada em 

outros sítios ósseos. (Lalani et al., 2005).   

Um componente essencial ao reparo ósseo, que sucede a extração dental, é 

o adequado suprimento sanguíneo. Durante as fases iniciais, o brotamento de 

capilares angiogênicos invade o coágulo e em poucos dias, se organizam em uma 

rede microvascular formando parte do tecido de granulação (Aguirre et al., 2010).  

Para que ocorra o início do reparo, o coágulo sanguíneo, os restos celulares e 

a matriz devem ser removidos pelos macrófagos (Junqueira et al., 2000). 

Sincronicamente à formação do coágulo, o tecido próximo à injúria se necrosa. Esse 

tecido necrótico estimula uma resposta inflamatória intensa, caracterizada por 

vasodilatação, exsudação do plasma, leucócitos e células mesenquimais (Amadei et 

al., 2006). 

O coágulo, passo fundamental para as fases subsequentes do reparo, é 

progressivamente reabsorvido e invadido por fibroblastos derivados do ligamento 

periodontal (LP), que proliferam ativamente, formando um tecido conjuntivo imaturo. 

Posteriormente, ocorre a diferenciação de osteoblastos, responsáveis por produzir 

novo tecido ósseo durante o reparo alveolar (Teófilo, Brentegani e Lamano 

Carvalho, 2001). E as fibras colágenas inicialmente depositadas pelos fibroblastos, 

formam uma trama preliminar sobre a qual ocorre a deposição de osso neoformado  
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(Shyng et al., 1999). Já os osteoclastos atuam na remodelação óssea das margens 

do alvéolo e dos septos interradiculares remanescentes, presentes após a cirurgia 

(Lindhe, 2010). Por fim, os eventos de reparo alveolar levam ao preenchimento do 

alvéolo com trabéculas ósseas (Devlin e Sloan, 2002).  

Após dez dias da exodontia em ratos, os alvéolos já se apresentam com 

grande quantidade de trabéculas ósseas, embora existam relatos de que o alvéolo 

encontra-se, neste período, ocupado por grande quantidade de tecido conjuntivo 

frouxo (Teófilo, Brentegani e Lamano Carvalho, 2001).  Após quinze dias de reparo, 

a crista óssea está completamente remodelada e recoberta com epitélio da mucosa 

gengival (Zied et al., 2005). Ao final da terceira semana de reparo, o alvéolo é 

preenchido por uma rede de trabéculas ósseas espessas, circundando espaços 

medulares contendo tecido conjuntivo frouxo (Teófilo, Brentegani e Lamano 

Carvalho, 2001). Apesar do preenchimento do alvéolo com trabéculas ósseas 

espessas e bem definidas, aos vinte e quatro dias, a densidade óssea alveolar 

máxima é alcançada apenas em torno do trigésimo dia pós-operatório (Carvalho, 

Bombonato e Brentegani, 1997). 

 

 

1.3 MOLÉCULAS INDICADORAS DE REPARO ÓSSEO  

 

O tempo de duração do reparo ósseo depende de alguns fatores, como o tipo 

de osso envolvido, a idade do indivíduo, o estado de saúde geral e nutricional, a 

intensidade do trauma, presença ou não de forças mecânicas, imobilização e 

ausência de infecção. Essa capacidade de regeneração óssea é dependente de 

muitas moléculas, envolvidas em todas as fases do reparo (Hing et al., 2004).  

Os fatores de crescimento (FC), bem como a expressão de algumas 

macromoléculas da MEC como colágeno, fibronectina, osteopontina (OPN), 

osteocalcina (OC), dentre outras, têm sido referenciados como moléculas indicativas 

do processo de reparo ósseo (Stein et al., 2005). 

Fatores de crescimento como fator de transformação de crescimento beta 

(TGF-β), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), são 

expressos de modo sequencial nos processos de cicatrização tecidual, e 

provavelmente estão envolvidos na sinalização, controle e indução durante o 
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processo de reparo ósseo. Graças à íntima relação entre a angiogênese e a 

osteogênese, a formação de brotos capilares antecede a formação de tecido ósseo, 

e o VEGF é um dos mais importantes fatores de crescimento envolvidos na 

angiogênese. A expressão do VEGF é estimulada por citocinas e fatores de 

crescimento, tais como o PDGF e TGF-β  (Almeida e Alves, 2007). Proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs) e fator de crescimento insulínico (IGF) também estão 

presentes no reparo ósseo, e funcionam em conjunto durante formação óssea e 

processo de reparação de fraturas (Lee e Shin, 2007). 

De fato, o reparo ósseo guiado (ROG) mediado pela aplicação de FC tem 

demonstrado a inter-relação entre as moléculas envolvidas no reparo (Gerard et al., 

2006; Anitua et al., 2007; Mooren et al., 2007; Ranly et al., 2007; Da Silva e Alves, 

2008). Nesse sentido, osteopontina, osteocalcina, osteonectina, fibronectina e 

colágeno tipo III são marcadores moleculares do reparo ósseo (Devlin; Sloan, 2002).  

A OPN é uma proteína glicosilada, fosforilada e sulfatada, existente tanto intra 

como extracelular, podendo interagir com vários receptores, incluindo as integrinas 

(Gao et al., 2006). É produzida e secretada por osteoblastos e osteoclastos, e sua 

expressão coincide com a proliferação e diferenciação de células osteoblásticas 

durante a formação do tecido ósseo (Perrien et al., 2002). Sendo, portanto, 

considerada um marcador de maturação de células tronco osteogênicas (Shyng et 

al., 1999). Essa molécula promove a adesão e quimiotaxia, tanto para osteoblastos, 

quanto para osteoclastos (Bouletreau, Warren e Longaker, 2002; Perrien et al., 

2002). Outro aspecto da estrutura da OPN é seu potencial de interação com outras 

macromoléculas da matriz extracelular, tais como o colágeno (Ritter, Farach‐Carson 

e Butler, 1992), e pode ligar-se também ao cálcio e à fibronectina (Nemir, Devouge e 

Mukherjee, 1989). Estas considerações nos levam a presumir que a OPN interage 

com outras proteínas do osso para formar uma estrutura supramolecular (Ritter, 

Farach‐Carson e Butler, 1992), sendo essencial para a resistência do tecido.  

A OC é derivada da síntese, tanto de osteoblastos quanto de osteoclastos. 

Dessa maneira, também inibe a mineralização, atuando na remodelação óssea, em 

vez de ser um marcador específico de formação (Clarke, 2008). 

A osteonectina é a proteína não colágena mais prevalente no osso, 

representando aproximadamente 2% do total das proteínas responsáveis pelo 

desenvolvimento desse tecido. Sua função é regular o diâmetro das fibras 

colágenas, além de ser solicitada para assumir o crescimento e/ou a proliferação 
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dos osteoblastos e mineralização da matriz (Clarke, 2008). Essa proteína funciona 

como elo para minerais do osso e o colágeno, pois se liga seletivamente com a 

hidroxiapatita e a proteína (Termine et al., 1981). 

A fibronectina é uma glicoproteína multifuncional, expressa por variedades 

celulares, que possui papel importante em muitas funções celulares como a adesão, 

migração, diferenciação, entre outras (Schmidinger et al., 2003; Clarke, 2008). 

Os colágenos são os principais componentes da matriz extracelular do osso 

maduro, e parecem desempenhar papel crítico durante a cicatrização óssea, por 

facilitar a formação de espículas ósseas iniciais. A matriz extracelular do tecido 

ósseo é composta por 90% de proteínas colágenas (97% colágeno tipo I e 3% 

colágeno tipo V) e 10% de proteínas não colágenas. Estas e muitas outras proteínas 

são sintetizadas por osteoblastos, sendo fundamentais no processo de 

mineralização, ou seja, na ligação do colágeno aos cristais de hidroxiapatita 

(Tzaphlidou et al., 2005). 

Sendo assim, a formação MEC é necessária para o reparo do tecido ósseo, e 

as moléculas que compõem essa matriz são influenciadas pelos fatores de 

crescimento. 

 

 

1.4 COLÁGENO  

 

Atualmente, na superfamília colágena há 28 tipos de moléculas, que 

funcionam como componente essencial do tecido estrutural. Os colágenos estão na 

MEC da pele, tendão, osso, cartilagem e outros tecidos, e devido a sua força de 

tração representam um material ideal para conferir regularidade a esses tecidos 

(Schiller e Huster, 2012). 

A síntese de colágeno inicia-se nos ribossomos aderidos à membrana do 

retículo endoplasmático rugoso (RER), que a partir deste momento desenvolvem 

com o intuito de entrar no retículo endotelial, formando o pró-colágeno e ao deixar a 

célula, o pró-colágeno torna-se colágeno (Clore, Cohen e Diegelmann, 1979). As 

moléculas dos colágenos tipos I, II e III são capazes de interagir entre si, 

associando-se de modo estável entre os resíduos de lisina. 
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Quando no tecido ocorre o rompimento da estrutura, faz-se necessário que o 

colágeno atue na reparação, restabelecendo tanto a estrutura como a função do 

tecido (Diegelmann, 2000). 

Colágeno tipo III está presente temporariamente no desenvolvimento de 

fraturas mais frequentemente em regiões de deposição de matriz óssea inicial, 

sendo um elemento importante das fibras reticulares (Page, Hogg e Ashhurst, 1986). 

Sua função é de sustentar os órgãos expansíveis, como os vasos sanguíneos. No 

decorrer da fase inicial de reparo, há um aumento da porção desse tipo de colágeno, 

por esta razão sua importância na cicatrização da ferida cirúrgica (Diegelmann, 

2000). A literatura relata a presença do colágeno tipo III na fase inicial do reparo 

ósseo, já presente em quantidades importantes após 10 horas do início deste 

processo (Barnes, Gordon e Macintyre, 1976; Clore, Cohen e Diegelmann, 1979). 

Como principal constituinte para todos os tecidos conectivos intersticiais, o 

colágeno tipo III é fundamental no estabelecimento da integridade estrutural e 

fisiológica da regeneração dos tecidos (Ivanovski et al., 2000). Previamente Tung e 

colaboradores (1985) relatam que o colágeno tipo III tem papel na regulação da 

composição da MEC, sendo um marcador para células e tecidos que ainda estão em 

processo de modificação e/ou diferenciação.  

Mendes e colaboradores (2010) em um estudo sobre o reparo alveolar após 

exodontia em ratos observaram que após sete dias das extrações, o colágeno tipo III 

estava expresso nos alvéolos controles e tratados e à medida que expressão de 

colágeno tipo I aumentou no osteóide o colágeno tipo III diminuia de forma 

progressiva. 

 

 

1.5 MATRIZ DENTINÁRIA HUMANA DESMINERALIZADA COMO MATERIAL 

BIOLÓGICO DE ENXERTO ÓSSEO 

 

Os materiais de enxerto surgiram diante à necessidade de se restabelecer 

regiões de perda óssea, que não se regeneram sozinhas. A utilização favorece o 

processo de reparo do defeito ósseo, apresentando-se como um arcabouço e 

levando à neoformação óssea, através de mecanismos de osteoindução e 

osteocondução (Dimitriou et al., 2011).  
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Na osteoindução o material é capaz de induzir a transformação de células 

indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, mesmo em áreas onde não se 

espera tal comportamento (Macedo et al., 2007). 

Já a osteocondução é tratada como a propriedade de produção de novo osso 

por proliferação e migração de células ósseas do leito receptor, através da superfície 

do enxerto, que age como um arcabouço (Gao et al., 2006). O material é 

considerado osteocondutor quando permite a aposição de um novo tecido ósseo em 

sua superfície, a partir da presença de tecido ósseo pré-existente como fonte de 

células osteoprogenitoras. A matriz do enxerto deve ser reabsorvida e 

simultaneamente substituída pelo tecido ósseo neoformado (Xiao et al., 2004). 

A aplicabilidade de materiais em organismos humanos depende de suas 

propriedades biológicas, como biocompatibilidade, estabilidade enzimática e 

hidrolítica, além de suas propriedades químicas, físicas e mecânicas (Dimitriou et al., 

2011).  

Há relatos de que a dentina humana desmineralizada apresenta potencial 

osteocondutor, pois os túbulos se prolongam por toda a parede dentinária. (Almeida 

e Alves, 2007; Guo et al., 2009). 

Estudos demonstram que a dentina implantada apresenta no interior dos 

canalículos dentinários extensas áreas de reabsorção, assim como presença de 

células ao longo de extensas superfícies (Oliveira et al., 2013). Este processo de 

reabsorção na superfície da matriz dentinária e no interior dos canalículos origina 

cavidades, que são preenchidas por células mesenquimais em propagação, além de 

brotos capilares. Após este evento, as células mesenquimais indiferenciadas 

transformam-se em células osteoprogenitoras e osteoblastos. Assim, a reabsorção 

do material implantado é essencial, pois antecede a fase osteogênica.  

A MDHD quando presente no interior do alvéolo é envolvida por um tecido 

conjuntivo altamente vascularizado, sugerindo um efeito sobre a angiogênese. O 

VEGF é o fator mais importante da neovascularização, tanto fisiológica quanto 

patológica, pois estimula as células endoteliais na degradação da MEC, migração e 

formação de túbulos in vitro e in vivo, funciona como regulador da permeabilidade 

vascular, que é considerada importante para o inicio da angiogênese. A 

sobrevivência de células endoteliais em vasos recém-formados também é VEGF-

dependente (Reis-Filho et al., 2012). A expressão deste fator é estimulada por certas 
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citocinas e fatores de crescimento, tais como TGF-β e PDGF (Fukuyama et al., 

2004).  

Vários outros fatores de crescimento presentes no tecido ósseo foram 

também isolados da dentina, como fator de crescimento insulínico 1 (IGF-1), fator de 

crescimento insulínico 2 (IGF-2), proteína morfogenética óssea 2 (BMP-2) e proteína 

morfogenética óssea 4 (BMP-4), com a finalidade de avaliar o potencial quimiotático 

e osteogênico da matriz dentinária (Oliveira et al., 2013). 

Um estudo demonstrou que preencher o alvéolo dental com a MDHD 

aumenta a formação óssea, o que pode ser correlacionado com o número avançado 

de células imunomarcadas por BMP-2 e BMP-4. O estudo ao identificar uma rede de 

fibras colágenas perto da matriz, sugere que a degradação da MDHD e, fatores de 

crescimento retidos na matriz dentinária (Guo et al., 2009; Oliveira et al., 2013). 

Nesse contexto, a matriz dentinária pode ser utilizada em defeitos ósseos na 

forma de fatias ou partículas, servindo de arcabouço e reservatório de fatores de 

crescimento, acelerando a neoformação óssea pelo aumento do recrutamento de 

células osteoprogenitoras (Stern et al., 2009; Murata et al., 2011).  

A biocompatibilidade da MDHD foi comprovada anteriormente quando, ao 

verificar que este material acelera a formação óssea e é incorporado pelo tecido 

ósseo neoformado (Carvaiho et al., 2004; Almeida e Alves, 2007). Gomes e 

colaboradores (2002) também demonstraram que a MDHD induziu a formação 

óssea, e que ela foi incorporada pelo tecido ósseo recém-formado, sem, contudo 

perder sua individualidade. 

Estes dados demonstram a importância do uso da matriz dentinária 

desmineralizada como material de enxerto. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial osteopromotor da matriz dentinária humana 

desmineralizada na cicatrização de feridas alveolares de ratos.  

 

 

2.2  OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

Avaliar por meio de técnicas histológicas, histomorfométricas e 

imunohistoquímicas a presença e distribuição de colágeno tipo III em feridas 

alveolares de ratos, preenchidas com matriz dentinária humana desmineralizada. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 SELEÇÃO DOS ANIMAIS 

 

O estudo utilizou trinta e dois ratos da raça Rattus norvegicus albinus, 

linhagem Wistar, adultos machos, com massa corporal média de 250 gramas, 

fornecidos pelo Biotério da Universidade de Uberaba – UNIUBE, campus aeroporto. 

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) da Universidade de Uberaba (UNIUBE), protocolo 

número 022/2009 (Vide anexo). 

Durante o período experimental os animais foram mantidos em biotério, 

acondicionados em gaiolas forradas com maravalha, contendo 4 animais cada, com 

dieta de ração amolecida durante os três primeiros dias após o procedimento 

cirúrgico, a dieta de ração foi oferecida in natura nos dias restantes. A ração foi da 

marca Labina®, Purina, água ad libitum, os ratos foram mantidos sob temperatura 

ambiente e controle de luz automatizada (07h-19h), sem controle de umidade (Reis-

Filho et al., 2012). 

 

 

3.2. PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

 

Observando as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (CoBEA), o procedimento cirúrgico se deu da seguinte forma: 

 

1. Pesagem do animal para determinação da quantidade de sedativo e 

anestésico. 

2. Sedação dos animais com injeção intramuscular de Cloridrato de Xilazina 2% 

(Rompun®, Bayer) (0,1ml/100g). 

3. Anestesia dos animais com injeção intramuscular de Cloridrato de Ketamina 

10% (Ketalar®, Parke-Davis) (0,1ml/100g). 

4. Sindesmotomia, utilizando-se de um instrumental de Hollemback (Duflex). 

5. Luxação e exodontia dos segundos molares superiores direitos e esquerdos, 

por meio de uma pinça dente de rato (Edlo). 
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6. Introdução de Matriz dentinária humana desmineralizada (MDHD) no alvéolo 

esquerdo, ficando o lado direito preenchido com coágulo (controle), sem 

utilização de sutura. 

 

 

3.3 MATRIZ DENTINÁRIA HUMANA DESMINERALIZADA 

 

A matriz dentinária humana desmineralizada foi obtida a partir de dentes 

humanos, sem qualquer lesão cariosa ou outro procedimento. Suas raízes foram 

seccionadas e limpas de quaisquer resíduos da polpa dental ou do ligamento 

periodontal, sendo em seguida desmineralizadas em Ácido etileno 

diaminotetracético (EDTA) a 10%, pH 7,2, à temperatura ambiente, durante 

aproximadamente três meses. As fatias foram obtidas em criostato apropriado (Leica 

CM1850UV) (Oliveira et al., 2013). 

 

 

3.4 DISTRIBUIÇÕES DOS ANIMAIS 

 

A escolha dos períodos experimentais deve-se ao fato de o reparo ósseo do 

modelo experimental escolhido se completar em aproximadamente de 21 dias, 

ficando então as amostras analisadas dividida em quatro grupos, sendo de 03, 07, 

14 e 21 dias, após o processo cirúrgico como apresentado na Figura 1  
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Figura 1: organograma demonstrando os grupos experimentais. 
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3.5. EUTANÁSIA DOS ANIMAIS E PREPARAÇÃO DOS ESPÉCIMES 

 

Ao término do período experimental os animais foram eutanasiados por 

superdosagem de anestésico e posterior deslocamento cervical. Em seguida foram 

decapitados, e suas maxilas foram dissecadas. As maxilas foram fixadas por 48 

horas, à temperatura ambiente, em solução de formalina neutra tamponada a 10%. 

Após fixação, as peças foram rapidamente lavadas em água corrente e transferidas 

para solução tamponada de EDTA (pH entre 7,2 e 7,4) a 10%, à temperatura 

ambiente, com trocas a cada 2 dias da solução tampão durante um período de 40 

dias. Após a desmineralização, as maxilas foram lavadas em água corrente por uma 

noite, e separadas em metades, direita e esquerda. Os fragmentos foram então, 

processados para análise histológica e imunohistoquímica, conforme protocolo a 

seguir:  

- Desidratação: os tecidos foram mergulhados em uma série crescente de 

álcool (70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto II, absoluto III), com um tempo de 30 

minutos em cada banho; 

- Diafanização: os tecidos foram mergulhados em três banhos de xilol, 

durante 30 minutos em cada banho; 

- Infiltração: foram realizados três banhos em parafina a 58°C, durante 90 

minutos em cada banho. Após o último banho, as peças foram incluídas em blocos 

de parafina. 

Os blocos de parafina de todos os animais foram cortados no sentido 

longitudinal ântero-posterior, em micrótomo (Leica RM2125 RT), obtendo-se cortes 

seriados de 5μm de espessura. Os cortes foram coletados em lâminas de vidro e 

deixados secar. Em seguida as amostras foram divididas em dois grupos: coloração 

com picrosirius, e análise imunohistoquímica.   

 

3.6 ANÁLISE HISTOLÓGICA QUALITATIVA 

 

As lâminas foram avaliadas em microscopia de luz convencional, para estudo 

histomorfológico. Os cortes foram analisados procedendo-se à leitura em varredura 

longitudinal, utilizando-se um microscópio Nikon, Eclipse E200. 

Os critérios para análise histológica foram:  
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1) característica do tecido conjuntivo que preenche o alvéolo, sua 

organização e maturação;  

2)    presença de reação inflamatória nas áreas experimental e controle. 

 

 

3.7 ANÁLISE IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Foram utilizados cortes com 5 μm de espessura para os procedimentos de 

imunohistoquímica. A padronização da técnica foi obtida após otimização da 

concentração e recuperação antigênica. Foi utilizado o anticorpo primário anti-

Colágeno tipo III de coelho, fabricante Santa Cruz Biotechnology Inc., Califórnia, 

EUA COL3A1(S-17):sc-8780-R com diluição de 1:100 (V/V). 

Os cortes foram montados em lâminas histológicas, previamente limpas e 

desengorduradas, preparadas com adesivo à base de 3-aminopropyltriethoxy-silano 

(Sigma Chemical, Co., St. Louis, MO, EUA) e mantidos à temperatura ambiente para 

secagem. Posteriormente realizou-se o seguinte protocolo: 

1- Desparafinização em quatro banhos de Xilol, por 10 minutos cada. 

2- Hidratação em série decrescente de etanol: duas passagens em etanol 

absoluto, seguidas por etanol 95%, 85%, 80%,70% por 5 minutos cada. 

3- Lavagem (uma vez no PBS 1X para remoção do excesso do álcool). 

4- Recuperação de Antígeno, com as lâminas em Banho Maria (90ºC) no 

ácido cítrico 0,01M e pH 6 por 30 minutos. 

5- Remoção das lâminas em Banho Maria e permanência dentro da solução 

tampão. 

6- Bloqueio das ligações inespecíficas, com aproximadamente 100µl (ul 

volume que cubra o corte) em cada corte de PBS-BSA 2% por 30 minutos. 

7- Incubação com Anticorpo primário, sendo este diluído em PBS/BSA 2% de 

acordo com as especificações. Deixando por este por aproximadamente 18 horas 

em câmara úmida. 

8- Lavagens (duas vezes com PBS 1X mais Tween 20, a 0,05% por 5 min 

cada lavada). 

9- Bloqueio da peroxidase endógena tecidual por 10 minutos em solução de 

3% de H₂O₂ (30 volumes) em metanol. 
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10- Lavagens (duas vezes no PBS 1X mais Tween 20, a 0,05% por 5 min 

cada lavada). 

11- Incubação do complexo streptoavidina-biotina (LSAB, Dakopatts, 

Dinamarca), com o link amarelo, seguido do link vermelho. 

12- Lavagens (quatro vezes em PBS 1X mais Tween 20, a 0,05% por 5 min 

cada lavada). 

13- Revelação da reação em solução cromógena de diaminobenzidina (DAB) 

(3,3'-diaminobenzidina, Sigma) a partir da imersão dos cortes histológicos em 1 ml 

de solução tampão e 1 gota de DAB líquido, durante 3 minutos.  

14- Lavagem em água corrente e contra-coloração rápida com hematoxilina 

de Mayer. 

15- Secagem das secções histológicas, seguida da montagem com Entellan ® 

e lamínulas de vidro conforme técnicas laboratoriais. 

O controle negativo foi realizado pela omissão do anticorpo primário. 

 

 

3.8 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA  

  

Para análise dos parâmetros avaliados, foi utilizado retículo milimetrado, 

construído no programa Power Point® 2003. Este retículo foi elaborado a partir de 

sistema de linhas, dividindo a imagem em quadrados espaçados por intervalo de 1,0 

cm, que foi superposto às fotomicrografias obtidas através do programa Confocal 

Assistance© evitando assim, distorção durante superposição de imagens. Foram 

avaliadas as estruturas localizadas na interseção das linhas do retículo. Para 

contagem da região imunomarcada foi utilizado o software UTHSCSA Image Tool© 

2.03 (Reis-Filho et al., 2012). 

Posteriormente a contagem, os dados foram avaliados estatisticamente. Esta 

técnica foi aplicada em todos os grupos de estudo, com o propósito de quantificar a 

expressão do colágeno tipo III dentro dos períodos considerados. De acordo com o 

sistema, a contagem morfométrica, foi obtida pela quantificação do número de 

pontos que incidiram sobre as regiões imunomarcadas (Figura 2).   
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Figura 2: Reticulo milimetrado com o propósito de quantificar a imunomarcação dentro dos períodos 
considerados. (Aumento 40x) 
 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os valores quantitativos da imunomarcação obtidos dos grupos controle e 

experimentais: 3, 7, 14 e 21 dias foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis, 

seguido pelo teste de Dunn. Os grupos foram analisados quando p <0,05. 
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4.  RESULTADOS 

 

 

4.1 ANÁLISE HISTOLÓGICA QUALITATIVA 

 

Após a observação dos espécimes corados em picrosirius, constatou-se que 

tanto o lado direito (controle), quanto o esquerdo (experimental) de todos os grupos, 

apresentaram os períodos clássicos da reparação óssea em graus diferentes de: 

inflamação, formação do tecido de granulação, formação de tecido ósseo primário e 

substituição deste por osso lamelar.  

Para o grupo I (período de 3 dias) a área do defeito ósseo cirúrgico (lado 

experimental), apresentou-se  preenchida por MDHD e tecido inflamatório, em toda a 

extensão do alvéolo (Figura 3). 

 

 

 
 

Figura 3 – Lado experimental –  Corte histológico 
mostrando a presença de MDHD dentro do 
alvéolo dentário esquerdo (seta ) após 3 dias de 
intervenção. Picrosirius (10 x). 

 
 

Para o grupo II (período de 7 dias) observou-se  no lado experimental tecido 

ósseo em formação partindo do fundo do alvéolo ( Figura 4 A), células localizadas 

sobre e dentro das partículas de MDHD (figuras 4 C e D). 

Já no lado controle não foi observado tecido ósseo em formação secundária, 

estando a região do defeito preenchida com  tecido conjuntivo frouxo (Figura 4B). 
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Figuras 4 A e B – A: Lado experimental – Corte longitudinal do alvéolo esquerdo 
apresentando a MDHD envolvida por tecido conjuntivo frouxo (seta amarela). B: Lado 
controle – Corte longitudinal do alvéolo direito apresentando sequestro ósseo (seta 
vermelha): após 7 dias de intervenção. Picrosirius (20 x)  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

No grupo III (período de 14 dias após intervenção) lado experimental, a região 

do defeito ósseo apresentou-se preenchida por tecido ósseo em formação, em 

quantidades mais significativas que o lado controle do mesmo grupo. O tecido ósseo 

apresentou-se em sua maioria maduro, menos celularizado e com menores espaços 

 
 

Figura 4 C: MDHD incorporada ao 
tecido conjuntivo: após 7 dias de 
intervenção. Picrosirius (40x) 

 

 
 

Figura 4 D: Células dentro dos 
túbulos dentinários e envolvendo as 
partículas de MDHD, demonstrando 
a capacidade osteocondutora e 
quimiotática desse material.  Após 

7 dias de intervenção  
Imunohistoquímica (40x) 

 

A B 
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medulares. Reabsorções foram visualizadas na superfície da MDHD irregular nesse 

período. Já no lado controle a região da injúria apresentou-se preenchida por tecido 

ósseo em formação, em quantidades mais significativas que o grupo controle aos 7 

dias. O tecido ósseo desta região apresentou-se imaturo com amplos espaços 

medulares, no entanto, já era possível observar regiões pontuais com tecido ósseo 

maduro.  

 

. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. A: Lado experimental – Corte longitudinal do alvéolo esquerdo mostrando 
menor distancia entre o tecido ósseo e o epitélio que recobre o alvéolo (linha). B: 
Controle – Corte longitudinal do alvéolo mostrando maior quantidade de tecido 
conjuntivo frouxo dentro do alveolo. 14 dias após  intervenção.  Picrosirius (20x). 

 

 

No grupo IV (período de 21 dias após intervenção) observou-se no lado 

controle, um estágio avançado de formação óssea, preenchendo quase todo o 

alvéolo, apresentando ainda grande quantidade de espaços medulares (Figura 6B). 

No lado experimental observou-se que o processo de reparo se apresentava 

em um estágio mais avançado, quando comparado ao lado controle, totalmente 

preenchido por tecido ósseo maduro (Figura 6A) e com MDHD incorporada ao tecido 

ósseo neoformado (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. A – Lado experimental: Corte longitudinal do alvéolo esquerdo. B – 
Controle: corte longitudinal do alvéolo direito. 21 dias após intervenção. 
Picrosirius (40x). 

A B 

A B 
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‘  

Figura C: Lado experimental – 
MDHD incorporada ao tecido 
neoformado. 21 dias após 
intervenção 

 

 

4.2. ANÁLISE IMUNOHISTOQUÍMICA E HISTOMORFOMÉTRICA 

 

A expressão de colágeno tipo III foi observada durante todo o período 

estudado (3, 7, 14 e 21 dias), porém com baixos níveis de expressividade aos 

experimentos  de 14 e 21 dias após a intervenção em ambos os alvéolos ( figura 8). 

Nos grupos I e II (3 e 7 dias) observou-se aumento significativo (p<0,05)  da 

expressão do colágeno tipo III, tanto no lado controle quanto experimental, com pico 

de expressão no 7º dia após os procedimentos cirúrgicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: A - Lado experimental e B – Lado controle. Grupo II (7 dias). Marcação 
intensa para Colágeno tipo III, principalmente para o lado experimental (setas 
vermelhas), o que sugere que a MDHD favorece a expressão de colágeno tipo III 
durante o reparo ósseo. Imunohistoquímica (Aumento 20X)  

 

Para os demais períodos, grupo III e IV, foi verificada uma menor expressão 

de colageno tipo III tanto para o lado controle quanto para o lado experimental, com 

menor expressão para o lado experimental, sugerindo um efeito adaptativo\reacional 

do animal ao biomaterial. Os valores obtidos foram submetidos ao teste de Kruskall-

wallis, seguido pelo teste de Dunn. Os dados histoquantitativos da expressão de 

A B 



24 
 

colágeno tipo III na matriz extracelular intra-alveolar estão demonstrados no gráfico 

I. 

 
 

Figura 8. Resultados da imunomarcação para todos os grupos, com significância 
estatística (p<0,05) lado experimental, quando comparado com o lado controle e 
com os demais grupos. 

 
 

 
Tabela 1. Resultados estatísticos da imunomarcação para todos os grupos, com significância 
estatística (p<0,05). 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

                      3 dias                   7 dias                      14 dias 21 dias 

Controle Experimental Controle  Experimental  Controle Experimental Controle Experimental 

12 18 17  33  6 7 5 6 

14 19 16  34  9 6 6 4 

13 20 17  33  7 7 6 3 

13 19 17  31  9 8 6 6 

13 20 16  34  8 8 5 5 

12 20 16  34  7 6 6 5 

14 18 17  33  9 7 6 5 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Diversos biomateriais são estudados como alternativas para tratamento das 

injúrias ósseas que não se curam sozinhas. Atualmente, os enxertos ósseos 

autógenos são os melhores e muito usados, porém, possuem desvantagens, 

principalmente quanto à morbidade e à quantidade de enxerto disponível (Almeida e 

Alves, 2007). 

Um bom modelo experimental deve ser capaz de simular situações clínicas, e 

o escolhido para essa pesquisa possibilitou condições ideais para criação de injúrias 

pós-exodontia, servindo como meio benéfico para o entendimento dos processos 

moleculares.  

Entre diversos modelos animais utilizados, os ratos são os de primeira 

escolha, pois são baixo custo, fácil manutenção e enquadram-se nos conceitos de 

bioética (Fagundes e Taha, 2004). A utilização dos mesmos mostra-se satisfatória, 

uma vez que elimina problemas tais como o controle genético e outras variáveis. 

Além disso, possibilita que o experimento seja realizado com um maior número de 

animais, em um menor intervalo de tempo entre o experimento e a análise dos 

resultados, considerando seu metabolismo mais acelerado em comparação a outros 

animais (Karaharju-Suvanto, 1994). Consideramos que a imediata recuperação dos 

animais submetidos ao procedimento de exodontia ocorreu devido ao seu acelerado 

metabolismo. 

Quanto à escolha do peso dos animais, deve-se ao fato de que o osso é um 

tecido metabolicamente dinâmico, influenciado por fatores nutricionais e deficiências 

protéico-nutricionais (Junqueira et al., 2000). 

A escolha dos períodos experimentais deve-se ao fato de o reparo ósseo do 

modelo experimental escolhido se completar em aproximadamente de 21 dias, 

ficando então a amostra dividida em quatro grupos, sendo de 03, 07, 14 e 21 dias 

(Carvaiho et al., 2004). 

No que se refere a procedimentos de antissepsia intrabucal, nenhum 

procedimento pré-operatório foi realizado, pois de acordo com o estudo realizado por 

Magro-Filho e colaboradores (1996), o uso prévio de gluconato de clorexidina (0,2%) 

para a exodontia do incisivo superior direito em ratos de linhagem Wistar não 
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interferiu na cronologia da reparação das feridas de extração dental. Desta maneira, 

a eliminação de tal procedimento não comprometeu o processo de reparo, uma vez 

que não foi observado nenhum sinal de infecção nos dias seguintes a inserção do 

material de enxerto. 

Após as exodontias não foi utilizada sutura, fato que não comprometeu a 

formação do coágulo e o reparo ósseo. Possivelmente o efeito da anestesia e 

relaxamento muscular no pós-operatório foi suficiente para a organização e 

verificação do coágulo. 

A reconstrução óssea ideal depende, principalmente, da atividade da 

população de células osteoprogenitoras (Marsell e Einhorn, 2011). Entretanto, seu 

número é limitado e sua ação é dependente de estímulos, como os promovidos por 

fatores de crescimento.  

Atualmente, reconhece-se que o hematoma formado próximo às linhas de 

fratura não é um coágulo estático, mas sim uma miscelânea de mediadores 

químicos que são capazes de favorecer a formação do calo ósseo, proporcionando a 

união da fratura e fornecendo estabilidade temporária. A coagulação pode ativar 

ainda o sistema complemento, e atrair células inflamatórias, especialmente 

macrófagos, que liberam interleucinas a fim de estimular a síntese e liberação de 

prostaglandinas. As plaquetas são ricas em fatores de crescimento, como o PDGF e 

o EGF (Oliveira et al., 2013). Analisando todas essas propriedades favoráveis do 

coágulo, nosso estudo não teve como objetivo a remoção do mesmo, mas sim 

avaliar o efeito da implantação das fatias de MDHD no processo de reparo do osso 

alveolar. 

A matriz dentinária pode ser empregada em defeitos ósseos sob a forma de 

partículas ou fatias. No presente estudo, optou-se pela utilização de fatias de MDHD 

pois de acordo com Catanzaro-Guimarães (1993), desta maneira o processo de 

reparo ósseo é mais eficiente pela  maior capacidade osteoindutora. Essa resposta 

deve-se ao maior contato das células mesenquimais do hospedeiro com a superfície 

da matriz dentinária implantada, o que possibilita uma citodiferenciação mais rápida 

(Catanzaro-Guimarães et al., 1986). 

O enxerto ideal deve ser atóxico, não antigênico, de fabricação simples e de 

baixo custo permitindo fácil manipulação e inserção tecidual, além de não apresentar 

risco de transmissão de infecções (Knabe et al., 2005; Fardin et al., 2010). A MDHD 

preparada nesta pesquisa satisfaz os requisitos mencionados, permitindo assim, o 
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preparo em grandes quantidades e viabilizando sua aplicação clínica. Além disso, 

sua apresentação permite facilidade no manuseio trans-operatório e na inserção 

óssea do material durante o procedimento cirúrgico.  

No presente trabalho, o enxerto ósseo xenógeno de MDHD mostrou-se 

biocompatível, apresentando reação imune desprezível do hospedeiro, verificada na 

análise histológica pela presença de infiltrado discreto de células inflamatórias na 

região de reparação óssea, assim como, pela incorporação das partículas do 

enxerto de MDHD ao tecido ósseo neoformado (Figura 3). Foram observadas 

células dentro dos túbulos dentinários, bem como envolvendo as partículas de 

MDHD, demonstrando a capacidade quimiotática desse material. Essa quimiotaxia e 

a morfologia da matriz dentinária enxertada favorece o reparo, promovendo uma 

superfície adequada para fixação das células mesenquimais indiferenciadas, que 

auxilia na orientação celular e caracteriza sua ação osteocondutora.  

Mesmo com todas essas evidências a respeito do potencial da MDHD como 

material de enxerto xenógeno, de acordo com Yagihashi e colaboradores (2009), há 

ainda a possibilidade de utilização do enxerto autógeno de MDHD, se utilizados 

dentes extraídos ortodonticamente ou terceiros molares. Isso reduziria ainda mais as 

possibilidades de insucesso e os riscos de infecção ou reações imunogênicas. 

Assim, tecidos que normalmente são desprezados poderiam representar uma eficaz 

e segura alternativa para o enxerto na reparação óssea.  

A dentina é um tecido conjuntivo mineralizado, cuja fase orgânica é 

fundamental na determinação da velocidade de formação e das características da 

fase mineral. Nos dentes humanos 70% da dentina constitui a fase mineral, 

enquanto 20% são formados pela fase orgânica. Uma rede fibrosa de colágeno I 

predomina na matriz orgânica dentinária constituindo 90% do conteúdo orgânico, 

além de outros tipos de colágenos. Os outros 10% da matriz dentinária são 

formados por proteínas não colagenosas (NCPs), como os fatores de crescimento 

(Linde, 1989).  

As NCPs da dentina, em geral, estão fortemente associadas à fase mineral, 

sendo extraídas apenas após a desmineralização do tecido (Linde, 1989). Para a 

realização desse estudo optou-se pela desmineralização da dentina na intenção de 

expor a matriz orgânica dentinária, um reservatório de fatores indutores da 

proliferação celular e quimiotaxia, como IGF-1 e 2, TBF-β e as BMPs (Catanzaro-

Guimarães et al., 1986; Bessho, Tagawa e Murata, 1990). Indícios que 
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proporcionam uma maior disponibilidade e acesso a estes componentes 

estimuladores no local do reparo ósseo.  

Além destes achados que fortalecem o uso da dentina desmineralizada como 

biomaterial de enxerto ósseo, pesquisas relatam que o uso de cristais de 

hidroxiapatita foi associado com a presença de exacerbada reação inflamatória, 

formação de reação granulomatosa com consequente inibição do reparo (Salata, 

Craig e Brook, 1998).  

Nossos resultados histológicos mostraram grande quantidade de células 

osteogênicas localizadas sobre as partículas de MDHD, no período de 3 e 7 dias 

(figura 4) confirmando os resultados de Nakashima (1990), Catanzaro-Guimarães et 

al., (1986), Carvalho (1997), Gomes et al. (2002) e Gomes et al. (2006), que 

analisaram o potencial osteoindutor e osteocondutor da matriz dentinária 

desmineralizada. Ainda nestes períodos, no lado experimental, os resultados 

demonstraram que a MDHD parece atuar como substrato favorável à deposição de 

matriz óssea, uma vez que túbulos dentinários se prolongam por todo o tecido 

funcionando como matriz por onde penetram células, permitindo assim a deposição 

de matriz óssea bem próxima ao material do enxerto, achados que confirmam com 

os de King, King e Hughes (1998) e Almeida e Alves (2007). 

No grupo de 14 dias, a MDHD na ferida óssea apresentou-se com superfície 

irregular, o que indica um processo de reabsorção na superfície da matriz dentinária 

e no interior dos canalículos, produzindo lacunas que foram preenchidas por células 

mesenquimais em proliferação e brotos capilares. Posteriormente, as células 

mesenquimais indiferenciadas transformaram-se fenotipicamente em células 

osteoprogenitoras e osteoblastos. Estes achados corroboram com os dados 

encontrados por Gould, Westbury e Tillman, (1982); Catanzaro-Guimarães et al., 

(1986) e Gomes et al., (2002), que observaram a presença de uma população 

celular em íntimo contato com a matriz dentinária.  

Aos 14 e 21 dias (lado experimental) foi evidenciada também a incorporação 

da MDHD ao osso neoformado e um estágio mais avançado de reparo, quando 

comparado ao lado controle, fato esse também observado por outros pesquisadores, 

como Gomes et al., (2006) e Almeida e Alves (2007). Tal achado sugere a baixa 

antigenicidade, propriedades e ressalta o potencial quimiotatico da matriz. 

As fibras de colágeno são produzidas por fibroblastos e formam uma rede 

fibrilar no início do processo de cicatrização tecidual. Este scaffold ou suporte 



29 
 

tridimensional de fibras colágenas, o que chamamos de matriz provisional, permite a 

deposição de matriz óssea no alvéolo dentário (Shyng et al., 1999; Bouletreau, 

Warren e Longaker, 2002). Em concordância com estudos prévios, os resultados na 

análise imunohistoquímica demonstraram um aumento significativo na expressão (p 

<0,05) de colágeno tipo III aos 3 e 7 dias. Estes resultados vão ao encontro de 

dados previamente reportados, onde altas concentrações de fatores de crescimento 

foram encontradas durante as etapas iniciais de reparo, quando a matriz óssea está 

sendo simultaneamente estruturada por proteínas da matriz, inclusive colágeno tipo 

III (Gurkan, Gargac e Akkus, 2010). No entanto, aos 14 e 21 dias observou-se menor 

expressão de colágeno para o grupo experimental, fato decorrente de uma provável 

adaptação compensatória do tecido frente a maior exposição a moléculas 

provenientes da MDHD em reabsorção. 

As BMPs liberadas da MDHD em reabsorção são responsáveis, assim como 

outros fatores de crescimento, pela osteoindução e aumento da produção de 

colágeno tipo III. Pesquisas adicionais deverão ser realizadas no sentido de 

identificar novos mecanismos responsáveis por estas propriedades da matriz 

dentinária e outros elementos que podem ter sua expressão alterada pela presença 

da MDHD.  

O grau de resposta do hospedeiro a um enxerto pode também estar 

relacionado à concentração do antígeno e à dose total (Burchardt, 1983). Apesar de 

que os molares de ratos assemelham-se aos molares humanos (Macapanpan, 

Weinmann e Brodie, 1954), as dimensões do alvéolo são muito reduzidas, o que 

possivelmente dificultou a padronização da inserção da quantidade de matriz 

dentinária nos alvéolos. Para esclarecer melhor este evento, novos estudos devem 

ser realizados no sentido de estabelecer critérios para a espessura e quantidade 

ideal de fatias deste material a ser inserido.  
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7. CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados obtidos dentro das condições experimentais desta pesquisa 

demonstraram que a MDHD possui capacidade osteocondutora e indutora durante o 

reparo ósseo e promoveu aumento na expressão de colágeno tipo III, com maior 

intensidade no período de 7 dias, devido a regulação da expressão desta proteína 

pelas moléculas presentes na dentina. 

Assim, o tratamento dos alvéolos com MDHD favorece o reparo trazendo 

grandes benefícios à reabilitação de pacientes com lesões ósseas que não se 

regeneram adequadamente por si só, devolvendo assim as funções e 

restabelecendo a qualidade de vida aos pacientes.  
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