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RESUMO 
 
 

O tecido ósseo é um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar. Entretanto, 
defeitos ósseos de maiores dimensões têm tal processo dificultado e, em situações 
de difícil reparação espontânea necessitam de auxílio de enxertos ou materiais 
apropriados para dar suporte à neoformação óssea. Hidrogéis são excelentes 
materiais a serem utilizados para esse fim, uma vez que são capazes de mimetizar a 
maioria das propriedades dos tecidos conjuntivos. Recentemente, despertou-se um 
interesse significativo no desenvolvimento de hidrogéis híbridos que pudessem ser 
utilizados em várias aplicações biomédicas. Uma diversidade de partículas é 
combinada a esse hidrogéis resultando em melhores propriedades. Dessa forma, este 
estudo tem como objetivo avaliar a influência de um scaffold contendo ácido 
hialurônico associado a um biovidro experimental de origem vegetal - Equisetum 
hyemale (BG-Carb), na regeneração de um defeito ósseo em maxila de 
camundongos. Nesse estudo preliminar, camundongos C57BL/6 (n = 3 por grupo e 
tempo experimental) (CEUA #042/2022) tiveram seu primeiro molar superior esquerdo 
extraído. Em seguida, uma ponta diamantada KGS #2128 (KG Soresen®), acoplada 
a um motor em baixa rotação (5000 rpm) foi utilizada para a realização de um defeito 
com a remoção do septo alveolar. Parte dos animais tiveram os defeitos preenchidos 
exclusivamente por HyStem®-HP (hidrogel à base de ácido hialurônico) (2 µL), 
enquanto a outra parte recebeu BG-Carb (1 µg) disperso em HyStem®-HP (2 µL). 
Após a eutanásia, as amostram foram processadas para análise histológica de rotina 
para histomorfometria, graduação do processo inflamatório, vascularização e 
neoformação óssea após 7 e 21 dias pós-cirúrgicos. Os resultados foram analisados 
considerando o nível de significância de 5% (p < 0,05). Aos 7 dias, o grupo que 
recebeu a associação BG-Carb e HyStem®-HP apresentou maiores valores 
numéricos de neoformação óssea, todavia sem diferença significativa em relação ao 
uso exclusivo de HyStem®-HP (controle). Aos 21 dias, os grupos HyStem®-HP e BG-
Carb associado a HyStem®-HP apresentaram resultados semelhantes tanto na 
quantificação de tecido ósseo como de conjuntivo. O escore total para graduação para 
cada material também foi semelhante aos 7 e 21 dias. Apesar disso, comparando-se 
cada material nos tempos 7 e 21 dias, o grupo HyStem®-HP apresentou aumento 
significativo de parâmetros qualitativos e quantitativos, demonstrando que a 
associação HyStem®-HP + BG-Carb apresentou neoformação óssea inicial mais 
robusta. A quantificação epitelial da região da cirurgia aos 21 dias em ambos os 
grupos revelou aumento significativo da espessura, continuidade e uniformidade do 
epitélio nos grupos tratados com o a associação dos biomateriais em relação ao 
controle. Nas condições experimentais deste estudo, tanto o uso do HyStem®-HP 
como do HyStem®-HP + BG-Carb podem promover neoformação óssea. No entanto, 
a associação do hidrogel à base de ácido hialurônico com o BG-Carb parece promover 
neoformação óssea inicial mais consistente e estimular a proliferação da mucosa 
adjacente à cirurgia com maior espessura do tecido epitelial. 
 
 
Palavras-chave: materiais biocompatíveis; defeito ósseo; regeneração óssea; BG-
Carb; HyStem®-HP. 
 
  



ABSTRACT 
 
 

Effects of a plant-derived biomaterial (Equisetum hyemale) associated with a 
hyaluronic acid-containing hydrogel on the regeneration of a bone defect in the 
maxilla: A preliminary study 
 
Bone tissue is a naturally regenerative tissue. However, larger bone defects have a 
difficult time undergoing this process and require the assistance of grafts or appropriate 
materials to support new bone formation. Hydrogels are excellent materials to use for 
this purpose since they can mimic most of the properties of connective tissues. 
Recently, there has been significant interest in the development of hybrid hydrogels 
that can be used in various biomedical applications. A variety of particles can be 
combined with these hydrogels, resulting in better properties. Thus, this study aims to 
evaluate the influence of a scaffold containing hyaluronic acid associated with an 
experimental plant-derived bioactive glass - Equisetum hyemale (BG-Carb), on the 
regeneration of a mouse maxillary bone defect. In this preliminary study, C57BL/6 mice 
(n = 3 per group and experimental time) (CEUA # 042/2022) had their upper left first 
molar extracted. Then, a KGS # 2128 diamond bur (KG Soresen®), attached to a low-
speed motor (5000 rpm), was used to create a defect with removal of the alveolar 
septum. Some of the animals had defects filled exclusively with HyStem®-HP 
(hyaluronic acid-based hydrogel) (2 µL), while the other part received BG-Carb (1 µg) 
dispersed in HyStem®-HP (2 µL). After euthanasia, the samples were processed for 
routine histological analysis for histomorphometry, grading of the inflammatory 
process, vascularization, and new bone formation after 7 and 21 post-surgical days. 
The results were analyzed considering a significance level of 5% (p < 0.05). At 7 days, 
the group that received the BG-Carb and HyStem®-HP association showed higher 
numerical values of new bone formation, but without a significant difference compared 
to the exclusive use of HyStem®-HP (control). At 21 days, the HyStem®-HP and BG-
Carb groups associated with HyStem®-HP showed similar results in both bone and 
connective tissue quantification. The total score for grading for each material was also 
similar at 7 and 21 days. However, comparing each material at 7 and 21 days, the 
HyStem®-HP group showed a significant increase in qualitative and quantitative 
parameters, demonstrating that the HyStem®-HP + BG-Carb association presented a 
more robust initial bone formation. The epithelial quantification of the surgery region at 
21 days in both groups revealed a significant increase in thickness, continuity, and 
uniformity of the epithelium in the groups treated with the association of biomaterials 
compared to the control. Under the experimental conditions of this study, both the use 
of HyStem®-HP and HyStem®-HP + BG-Carb can promote bone formation. However, 
the association of the hyaluronic acid-based hydrogel with BG-Carb appears to 
promote a more consistent initial bone formation and stimulate the proliferation of the 
mucosa adjacent to the surgery with greater thickness of the epithelial tissue. 
 
 
Keywords: biocompatible materials; bone defect; bone regeneration; BG-Carb; 

HyStem®-HP. 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

 O tecido ósseo é um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar, 

entretanto, no que diz respeito a defeitos ósseos maiores, o processo torna-se 

dificultado (TANAKA et al., 2020). Por isso, alguns defeitos ósseos são considerados 

grandes desafios para a prática clínica médica ortopédica e odontológica/craniofacial 

(MEINEL et al., 2005; TAGA, 2005; TOLLEMAR et al., 2016). 

 Quando defeitos ósseos não podem mais ser reparados espontaneamente, 

necessitando, então, de uma abordagem reconstrutiva mais complexa com auxílio de 

enxertos ou materiais apropriados, estes são chamados de defeitos ósseos de 

tamanho crítico (SCHMIDMAIER et al., 2009; TOLLEMAR et al., 2016). Esses defeitos 

podem ser de origem congênita, infecciosa, traumática ou por consequência de 

ressecção tumoral e exodontias (SPICER et al., 2012; TOLLERMAR et al., 2016), 

atingindo os ossos maxilares e trazendo prejuízos ao paciente. Dentre as limitações 

na reabilitação odontológica estão dificuldades na alimentação e fala, além de 

comprometimento estético que afeta a autoestima e gastos financeiros consideráveis. 

 As especialidades cirurgia bucomaxilofacial, periodontia, prótese e 

implantodontia são as principais áreas da Odontologia que se deparam com a 

necessidade de indução de neoformação óssea para preenchimento de defeitos 

patológicos, traumáticos ou mesmo fisiológicos (PRADO et al., 2006; SPIN-NETO et 

al., 2011). Dessa forma, a reconstrução óssea é importante para a reabilitação 

funcional e estética do paciente (AMARAL et al., 2017), principalmente na correção 

de perdas causadas por trauma, atrofias e doenças periodontais (CHIAPASCO et al., 

2012). Para isso, uma técnica já bastante difundida é a utilização de enxertos de 

biomateriais. Alam et al. (2008) afirmam que o osso autógeno é considerado padrão-

ouro em material de enxertia, sendo, portanto, passível de ser utilizado para correção 

– em volume e qualidade − de defeitos ósseos. No entanto, a sua utilização apresenta 

desvantagens, dentre as quais a necessidade de um segundo sítio cirúrgico, a 

dependência de áreas doadoras viáveis e o risco significativo de morbidade. Devido a 

esses fatores limitadores, observa-se ainda uma extensa investigação por 

biomateriais naturais ou sintéticos que possam substituir ou até suplantar as 

vantagens do enxerto autógeno (TOLLEMAR et al., 2016; AMARAL et al., 2017). 
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 Segundo Tollemar et al. (2016), enxertos com materiais da categoria aloplástica 

têm demonstrado sucesso quanto ao uso, porém costumam apresentar risco 

aumentado de infecção quando comparados ao enxerto autógeno, além de risco maior 

de falha com o tempo. Dessa forma, para o reparo de defeitos maiores do complexo 

bucomaxilofacial, biomateriais − cujas propriedades físicas, químicas e biológicas são 

controladas e aumentam a capacidade regenerativa natural dos ossos − são versáteis 

e promissores no desenvolvimento funcional de tecidos (FISHER et al., 2010; 

FISHERO et al., 2015; SLAUGHTER et al., 2009). Nessa perspectiva, a engenharia 

tecidual tem contribuído para a neoformação de tecidos capazes de mimetizar ou 

estimular as suas próprias funções naturais, o que a torna bastante promissora no 

tratamento de órgãos patologicamente comprometidos por doenças, senilidade e 

trauma (KHADEMHOSSEINI et al., 2009; PEPPAS et al., 2006). 

 Dessa forma, para que ocorra a regeneração óssea, três mecanismos são 

necessários: osteoindução, que estimula as células do hospedeiro a se diferenciarem 

em osteoblastos; osteocondução, que promove o crescimento do tecido sobre a 

superfície do material; e osteointegração, que corresponde à fixação estável do 

material ao osso (ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001; DI SILVIO; JAYAKUMAR, 

2009). Por isso, os biomateriais e enxertos ideais são aqueles que orientam o reparo 

do tecido ósseo em três dimensões, promovendo tais mecanismos, com recrutamento 

celular adequado e induzindo a diferenciação das células ósseas (ELSALANTY; 

GENECOV, 2009). 

 Assim, comparando-se biomateriais osteoindutores a enxertos sintéticos, os 

primeiros são preferíveis, uma vez que apresentam essas características, como 

capacidade de autorregulação da adesão de células-tronco mesenquimais e 

proliferação e diferenciação em células osteoblásticas (DE GODOY et al., 2015; ZHAO 

et al., 2018). Tal comportamento pode ser comparado ao uso adicional de fatores de 

crescimento, porém apresenta a vantagem de evitar os efeitos adversos prejudiciais 

associados às doses suprafisiológicas de proteínas ósseas morfogenéticas 

(CARRAGEE; HURWITZ; WEINER, 2011). 

 Nesse contexto, biomateriais que formam um arcabouço tridimensional 

(scaffold) para a regeneração óssea têm sido alvo de estudos da engenharia tecidual 

(RODDY et al., 2017), sendo essa estrutura física e sua composição química de 

grande importância no tratamento de defeitos ósseos. A porosidade desses scaffolds, 

por exemplo, deve estar próxima a dos ossos trabeculares, interagindo com as 
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biomoléculas do tecido e permitindo infiltração celular, migração, vascularização, 

remoção de excretas metabólicas e difusão adequada de nutrientes e oxigênio às 

células (FILIPPOV et al., 2020; LIMMAHAKHUN et al., 2020; WALIA et al., 2020). 

 Entretanto, alguns scaffolds mais imunogênicos estão sujeitos a 

desencadearem resposta do tipo corpo estranho quando implantados no tecido, 

ocorrendo deposição, e subsequente desnaturação, de proteínas na superfície do 

material (ZHANG; CHIAO, 2015), ocasionando uma possível inflamação, seja aguda 

ou crônica (YEH; OH; HSUEH, 2016). Com isso, uma solução em potencial seria o 

desenvolvimento de materiais capazes de criar um ambiente semelhante ao do tecido 

hospedeiro, mais especificamente, mimetizar a matriz extracelular (WALIA et al., 

2020), sem despertar, entretanto, respostas imunes importantes. 

 Dentre os diversos biomateriais existentes, os hidrogéis são materiais bastante 

compatíveis, ou seja, apresentam baixa imunogenicidade, uma vez que são capazes 

de mimetizar a maioria das propriedades físicas, químicas e biológicas dos tecidos 

(FISHER et al., 2010; SLAUGHTER et al., 2009). Diversos hidrogéis, tanto de natureza 

sintética quanto natural, têm sido utilizados como substitutos de matriz extracelular 

(CHANG; PARK; FAMILI, 2019; ROWLEY; MADLAMBAYAN; MOONEY, 1999). 

Devido às suas propriedades físicas peculiares, essas redes conseguem ser 

moldadas ou fixadas em diversas formas e tamanhos, pois retêm interações 

favoráveis à água (CHANG; PARK; FAMILI, 2019; GAHARWAR; PEPPAS; 

KHADEMHOSSEINI, 2014). Por isso mesmo, a estrutura flexível dos hidrogéis 

inviabiliza que eles sejam utilizados diretamente onde há necessidade de resistência 

mecânica estrutural e estabilidade de forma, como é o caso dos defeitos ósseos 

(WALIA et al., 2020). Porém, tal problema pode ser contornado com a sua interação 

e ligação a estruturas sólidas que podem fornecer a esse material a resistência e a 

estabilidade necessárias (WHIRTHL et al., 2017; YUK et al., 2016). 

 Dessa forma, hidrogéis híbridos podem ser definidos como redes poliméricas 

hidratadas, tanto física quanto covalentemente interligadas entre si e/ou com 

partículas ou estruturas, em que essas interações levam a novas propriedades dos 

compostos (GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014; GOENKA; SANT; 

SANT, 2014; THOMAS et al., 2006). Recentemente, despertou-se interesse 

significativo no desenvolvimento de um hidrogel híbrido que pode ser utilizado em 

várias aplicações biomédicas. Uma diversidade de partículas, dentre elas os materiais 
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à base de sílica, são combinadas à rede polimérica para se obter esses hidrogéis 

híbridos (GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014). 

 Gaharwar, Peppas e Khademhosseni (2014) afirmam que, nos últimos anos, 

uma grande variedade de materiais, incluindo os poliméricos, cerâmicos, metálicos e 

os que têm o carbono como base, foram incorporados a hidrogéis para que estes se 

tornassem compostos com propriedades superiores e com a funcionalidade desejada, 

de modo a serem melhores osteoindutores e osteocondutores. 

 

1.1 Ácido hialurônico 

 

O AH é um polissacarídeo natural composto por concentrações equimolares de 

N-acetil-D-glicosamina e ácido D-glucurônico, presente na matriz extracelular do 

tecido conjuntivo (MASON; CROSSMAN; SWEENEY, 1989). Tais componentes 

apresentam elevado número de grupos hidroxila e carboxila, conferindo ao AH um 

caráter altamente hidrofílico. A estrutura formada pelo AH funciona como uma peneira, 

realizando o controle do transporte de água no tecido, restringindo o movimento de 

patógenos, aumentando a adesão celular, absorvendo exsudatos e modulando a 

inflamação, uma vez que inibe a migração e a agregação de macrófagos (GRAÇA et 

al., 2020; XU et al., 2012). 

No entanto, a concentração de AH, seja na matriz extracelular, seja nos 

biomateriais industrialmente sintetizados, deve ser relativamente reduzida, uma vez 

que maiores concentrações podem reduzir a adesão celular, já que ele possui carga 

negativa (MASON; CROSSMAN; SWEENEY, 1989; REN et al., 2009). Essa 

desvantagem pode ser contornada combinando-se o AH a espécies quimicamente 

positivas (TIAN et al., 2005), como silício ou carbono, de modo a melhorar as suas 

interações com os tecidos biológicos (AYALA-HAM et al., 2021). Além disso, o ácido 

hialurônico puro não é considerado um bom biomaterial devido a sua suscetibilidade 

natural à biodegradação e por possuir propriedades mecânicas inferiores. No entanto, 

com o objetivo de conferir estabilidade ao AH, ele pode ser reticulado a outras 

espécies químicas (XU et al., 2012), como ocorre com o HyStem®-HP comercializado 

pela Sigma-Aldrich (Louis, USA). 

O HyStem®-HP é um hidrogel semissintético contendo ácido hialurônico em 

sua composição sendo composto por 3 componentes distribuídos em dois frascos: (1) 

ácido hialurônico + tiolato; gelatina suína + tiolato; e (2) polietileno glicol diacrilato + 
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tiolato-reativo, em que estes dois reagem entre si formando ligações cruzadas em 

aproximadamente 20 minutos. Sabe-se ainda que a utilização do composto tiol em 

sua formulação permite que uma gama de espécies biológicas, como proteínas e 

anticorpos, se ligue quimicamente ao hidrogel (ZAREMBINSKI et al., 2017 In: 

GLICKMAN et al., 2021; ZAREMBINSKI; SKARDAL, 2019). Ainda, o ânion tiolato (-S-

) possui expressivo caráter nucleofílico, sendo rico em pares de elétrons disponíveis 

para ligação, o qual pode prontamente reagir com grupos funcionais eletrofílicos e 

agentes oxidantes (BISCHOFF; SCHLÜTER, 2012; LUEBKE; GIEDROC, 2015).  

Esse material − HyStem®-HP − já vem sendo utilizado de diversas formas com 

segurança em roedores, por exemplo, no cérebro, espaço intracutâneo e espaço 

subconjuntival (COOK et al., 2016; HYNES et al., 2014; PLACONE et al., 2015). Além 

disso, em 2019, recebeu na Europa a marcação CE de segurança em uso biológico, 

o que inclui seres humanos (ZAREMBINSKI; SKARDAL, 2019).  

Dessa forma, as características dos hidrogéis constituídos de ácido hialurônico 

no que diz respeito à biocompatibilidade, biodegradabilidade (por meio da ação das 

enzimas hialuronidase, beta-D glucuronidase e beta D-N-acetil-hexosaminidase) e 

fácil modificação química têm levado esses materiais a serem utilizados no reparo de 

feridas (GRAÇA et al., 2020; STERN, 2004). 

 

1.2 Biocompostos de vidro ativo 

 

Compostos de vidro bioativo, além de possuírem a sílica como composto 

principal, possuem quantidades variáveis de óxido de sódio (Na2O), óxido de cálcio 

(CaO) e pentóxido de fósforo (P2O5) recebendo essa denominação devido a sua 

capacidade de se ligarem a tecidos duros e moles (DA COSTA E SILVA et al., 2022; 

HENCH; THOMPSON, 2010), induzindo a formação de uma camada sobre o osso e 

promovendo a atividade dos osteoblastos (FERRAZ et al., 2017; HOPPE et al., 2011; 

XYNOS et al. 2001). Células-tronco mesenquimais do hospedeiro podem migrar então 

para o sítio da ferida e se diferenciarem no tipo de célula requerida, como os 

osteoblastos (DETSCH; BOCCACCINI, 2014; ZHAO et al., 2018). 

Scaffolds compostos de vidro bioativo, além de apresentarem características 

singulares, como robustez, capacidade de preenchimento e bioatividade (AZNAR et 

al., 2016; GIMÉNEZ et al., 2015), possuem ainda uma estrutura porosa similar ao osso 

trabecular. Portanto, têm potencial para conduzir o processo de regeneração óssea, 
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fornecendo às células um molde temporário para que cresçam em seu interior 

(NOMMEOTS‐NOMM et al., 2017). Além disso, os íons de dissolução do vidro 

apresentam um comportamento semelhante aos fatores de crescimento 

temporalmente presentes no microambiente dos tecidos ósseos, os quais fornecem 

sinais às células-tronco levando à osteoestimulação (IMANI FOOLADI et al., 2013; 

JOHARI et al., 2016). Alguns vidros bioativos podem também ter atividade 

antimicrobiana, o que também pode ser importante para controlar o risco de 

contaminação no sítio cirúrgico (IMANI FOOLADI et al., 2013; HOPPE et al., 2011; 

JOHARI et al., 2016; KARGOZAR et al., 2018). 

 

1.3 Equisetum hyemale 

 

 Segundo da Costa e Silva et al. (2022), plantas do gênero Equisetum (FIGURA 

1) podem ser encontradas em todos os continentes, totalizando cerca de 30 espécies. 

No Brasil, as espécies Equisetum giganteum e Equisetum hyemale são plantas 

nativas, popularmente conhecidas como cavalinha, sendo cientificamente 

comprovadas propriedades antibióticas, hepatoprotetoras, antioxidantes e anti-

inflamatórias da Equisetum hyemale (DE QUEIROZ et al., 2015). 

 

Figura 1 – Equisetum hyemale. 

Fonte: Dos autores, 2023. 

 

 Silício ou derivados de sílica podem ser obtidos de diversas fontes naturais, 

dentre as quais estão as plantas do gênero Equisetum (HOLZHÜTER; NARAYANAN; 

GERBER, 2003; PERMATASARI; SUCAHYA; NANDIYANTO, 2016). Essas plantas 
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permitem serem cultivas e apresentam facilidade para se propagarem em solo calcário 

e úmido (DES MARAIS et al., 2003; ZEMNUKHOVA et al., 2019). Isso faz com que 

questões ecológicas, como o cultivo em áreas de difícil acesso e agricultura 

sustentável ou extrativa, sejam pontos importantes a serem considerados (DA COSTA 

E SILVA et al., 2022). 

 Elementos de relevância industrial e fisiológica podem estar presentes na 

massa seca das plantas do gênero Equisetum em porcentagens elevadas (NEUMANN 

et al., 2010; SAPEI, 2007; TAYEBEE et al., 2017; ZEMNUKHOVA et al., 2019). Mais 

especificamente, micronutrientes como cálcio, magnésio, flúor, zinco, cobre, ferro, 

selênio e algumas vitaminas presentes nessas plantas são de grande importância no 

metabolismo ósseo (ILICH; BROWNBILL; TAMBORINI, 2003). 

Com isso, a incorporação desses elementos aos vidros bioativos pode fornecer 

funções terapêuticas interessantes a esses materiais, de modo a contribuir para a 

regeneração tecidual (DELIORMANLI, 2015; KARGOZAR et al., 2018; RANA et al., 

2017). No que diz respeito aos aspectos químicos e biológicos, os vidros bioativos à 

base de sílica apresentam diversas propriedades associadas a um material ideal para 

enxertia e scaffold, o que permitiu abrir novas perspectivas como biomateriais 

osteoindutores da regeneração do tecido ósseo, também chamados de terceira 

geração (HENCH; POLAK, 2002; HENCH; XYNOS; POLAK, 2004).  

Segundo Xynos et al. (2000), essas propriedades osteoindutoras estão 

relacionadas à superfície de contato entre a célula e o material juntamente com a 

liberação de íons. Esses subprodutos de biovidro promovem uma regulação positiva 

do fator de crescimento mitogênico ósseo IGF-II (do inglês, insulin-like growth factor 

II) e com isso leva à proliferação celular do tecido, sendo útil na regeneração óssea. 

Dessa forma, visto as propriedades dos biovidros, observa-se que esses 

materiais podem ser bastante interessantes para os defeitos ósseos craniofaciais, 

tanto no que diz respeito ao nível celular, quanto ao tecidual. 

 

1.4 Composto bioativo vidro/carbono (BG-Carb) 

 

 Os processos padrões de produção de biovidros naturais contendo sílica 

consistem em diversas etapas, como queima, acidificação e alcalinização (LIOU e 

YANG, 2011; NEUMANN et al., 2010; SAPEI, 2007). Porém, mais algumas outras – 

moagem, homogeneização, filtração, precipitação e lavagem – podem ser adicionadas 
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com o objetivo de aumentar o nível de pureza dessa sílica e outros derivados (LIOU e 

YANG, 2011; SAPEI, 2007; TAYEBEE et al., 2017). Todavia, o carbono e alguns íons 

presentes na planta são eliminados ao longo dessas etapas (DA COSTA E SILVA et 

al., 2022), fazendo com que haja a perda de características importantes relacionadas 

ao carbono, tais como elevada área de superfície específica e porosidade, ambas 

desejáveis em scaffolds de vidro bioativos, cujo objetivo é induzir osteointegração e 

regeneração óssea (JONES; EHRENFRIED; HENCH, 2006; ONNA; MINABERRY; 

JOBBAGY, 2015; PALANICHAMY; ARIHARAPUTHIRAN; DARCHEN, 2013). 

 Utilizando uma técnica diferente, de forma a preservar as características do 

carbono, Da Costa e Silva et al. (2022) produziram um composto de vidro bioativo 

chamado BG-Carb. A técnica utilizada permitiu aumentar a concentração final sílica, 

cálcio e fósforo no material. 

Elementos presentes no plasma sanguíneo – Na, K, Mg, Ca, HCO3-, HPO4
2-, 

SO4
2- −, que favorecem à formação de hidroxiapatita (KIM et al., 1999), estão 

presentes também na composição do BG-Carb (DA COSTA E SILVA et al., 2022), o 

que torna a superfície do material interessante, já que imita a composição dos sais no 

organismo humano. Além disso, outros elementos, como Mg, Fe, B, Mn, Se, Zn, Co, 

Cr e Cu também presentes no material, podem conferir funções terapêuticas e 

regenerativas a ele (DA COSTA E SILVA et al., 2022).  

Esses elementos presentes no BG-Carb apresentam, ainda, propriedades que 

podem aumentar a resistência mecânica do material, melhorar sua bioatividade, 

controlar sua taxa de degradação, fornecer ação antibacteriana, participar da 

angiogênese do tecido neoformado e modular a inflamação (HOPPE et al., 2011; 

KARGOZAR et al., 2018; LYSENKO et al., 2015; NEŠČÁKOVÁ et al., 2019; WU et al., 

2013). A presença de carbono no material permite que a sua superfície aumente, 

diminuindo a densidade da estrutura do scaffold, favorecendo sua bioatividade 

(KALYANI; ANITHA; DARCHEN, 2013; ONNA; MINABERRY; JOBBAGY, 2015). 

Um dos requisitos essenciais no desenvolvimento de biovidros é que haja uma 

interação bem-sucedida entre esse material e os tecidos receptores (HENCH; 

THOMPSON, 2010). No entanto, os vidros bioativos ainda são materiais caros devido 

às elevadas exigências de pureza dos reagentes e controle rigoroso dos processos 

de produção (SHIH; CHOU; CHIEN, 2012). Assim, a ideia de utilização do BG-Carb 

torna-se bastante interessante, uma vez que seu processo de produção tem custo 

inferior (DA COSTA e SILVA et al., 2022). Ainda, sua riqueza de componentes 
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potencialmente osteoindutores e osteogênicos poderia possibilitar vantagens ao 

profissional e ao paciente, com um pós-operatório mais curto e eficiente em termos 

de neoformação óssea. 

 

1.5 Justificativa 

 

Diante do exposto, em que os defeitos ósseos são desafios na prática clínica 

dos cirurgiões-dentistas, bem como o hidrogel contendo AH e o BG-Carb apresentam 

elevado potencial para a regeneração óssea, a inexistência de estudos in vivo 

avaliando a eficiência da combinação desses dois materiais na neoformação óssea 

dos maxilares motiva a realização deste trabalho e faz com que ele seja inédito. 

A hipótese do estudo é de que esse defeito ósseo criado possa ser regenerado 

de forma acelerada com a utilização da combinação desses materiais, ou seja, do 

hidrogel híbrido formado pela associação entre BG-Carb e HyStem®-HP. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Este estudo tem como objetivo geral avaliar a influência de um biomaterial 

constituído pela associação entre um hidrogel à base de AH (HyStem®-HP) com um 

biovidro (BG-Carb) incorporado a ele na regeneração óssea de um defeito ósseo em 

maxila de camundongo. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 a) Avaliar histologicamente o processo inflamatório induzido durante o reparo 

tecidual quando o defeito ósseo foi preenchido com HyStem®-HP, quando foi 

preenchido com HyStem®-HP associado ao BG-Carb e quando não recebeu nenhum 

material (controle negativo), após 7 e 21 dias. 

 b) Avaliar histologicamente a formação óssea e a quantidade de tecido de 

granulação/conjuntivo na região do defeito ósseo maxilar dos animais quando 

preenchido com com HyStem®-HP associado ao BG-Carb e quando não recebeu 

nenhum material (controle negativo), após 7 e 21 dias. 

 c) Avaliar histologicamente a epitelização da mucosa sobre o sítio cirúrgico 

quando o defeito ósseo foi preenchido com HyStem®-HP e quando foi preenchido 

com HyStem®-HP associado ao BG-Carb e quando não recebeu nenhum material 

(controle negativo) após 7 e 21 dias. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS (EXPANDIDO) 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

 Esta pesquisa foi submetida a Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da UFMG, a qual a aprovou sob o protocolo de número 42/2022 (ANEXO A). 

 

3.2 Animais 

 

Foi realizada uma estimativa por intervalo para o cálculo amostral (SAMPAIO 

et al., 2003): 

Uma estimativa por intervalo para a média, μ, de uma população normal, obtida 

através de uma amostra aleatória de tamanho n, ao nível de confiança 1-α, é dada por 

  

IC[μ](1−α) :x±t(α;n−1) . s/√ n 

 

Onde: x é a estimativa por ponto, da média; s é a estimativa por ponto do desvio 

padrão; n é o tamanho da amostra; t é um valor tabelado obtido com n-1 graus de 

liberdade e α bilateral.  

Dessa forma, utilizando os dados de média 79,096 e desvio-padrão 9,089 

relativos à formação óssea (variável mais instável a ser avaliada) em defeitos ósseos 

alveolares (AMARAL et al. 2017), com n = 5, tem-se: 

IC: 79,096 ± 1,96 . S/√n 

IC: 79,096 ± 1,96 (9,089)/ √5 = IC: 79,096 ± 7,988 

 

Portanto, o tamanho amostral: (r) = (t.S/IC)² será: 

(r) = (2,132 (tabelado n-1; α 0,05).9,089/7,988)2  

(r) = 5,88 ou 6 camundongos por grupo 

  

 Dessa forma, foram calculados 36 camundongos C57BL/6, com peso entre 15 

e 25g, de ambos os sexos e idade de 5 semanas, que foram obtidos no Biotério 

Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram 

distribuídos aleatoriamente segundo os grupos descritos na tabela 1. 
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Tabela 1 – Distribuição dos animais por grupos experimentais 

Grupos Tempo 
Réplicas 

calculadas 

Réplicas 

analisadas 

Controle negativo 

HyStem® 

HyStem® + BG-Carb 

Controle negativo 

HyStem® 

HyStem® +BG-Carb 

7 dias 

7 dias 

7 dias 

21 dias 

21 dias 

21 dias 

n = 6 

n = 6 

n = 6 

n = 6 

n = 6 

n = 6 

n = 0 

n = 3 

n = 3 

n = 2 

n = 3 

n = 3 

 

 É digno de nota que a extensiva perda de animais no pós-operatório levou a 

uma divergência entre o número de réplicas calculadas e o número de réplicas 

analisadas, o que fez com que o estudo fosse tratado como preliminar. 

 

3.3 Procedimentos cirúrgicos  

 

Os animais foram pesados e anestesiados com injeção intraperitoneal (IP) de 

cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de ketamina (100 mg/kg) e adaptados em 

uma mesa cirúrgica desenvolvida em colaboração com o Ohlab (Associação Mineira 

de Reabilitação, Belo Horizonte, Brasil) (FIGURA 1a), baseada em publicações 

prévias (MARCHEZAN et al., 2018; GOMES et al., 2022). A mesa cirúrgica, impressa 

tridimensionalmente (Impressora 3D Fortus 380 MC, Stratasys, Estados Unidos da 

América), foi utilizada para manter os animais posicionados com a cavidade oral 

aberta (FIGURA 1b), otimizando o acesso intrabucal aos primeiros molares superiores 

esquerdos dos camundongos. Além disso, com o objetivo de assegurar os 

procedimentos, uma câmera intraoral – de uso humano – com luz (FIGURA 1c), 

posicionada a aproximadamente 3 centímetros da cavidade oral do camundongo, foi 

utilizada para ampliar, em tempo real, a visualização dos operadores em um monitor 

de 15 polegadas.  
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Figura 1 – Materiais utilizados no procedimento experimental. Mesa cirúrgica (a). Imagem 

ilustrativa do animal posicionado na mesa cirúrgica com um contra-ângulo próximo à sua 

cavidade oral (b). Câmera intraoral de uso humano adaptada para magnificação da 

cirurgia no camundongo (c). Ponta diamantada tronco-cônica de topo plano KGS #2128 

com 1 mm de ponta ativa (d). HyStem®-HP (Sigma-Aldrich) (e). 

Fonte: Dos autores, 2023 (a, b, c, e).  KG Soresen® (d). 

 

Os animais foram submetidos à exodontia do primeiro molar superior esquerdo, 

em que se realizou a luxação do dente com a ponta de uma agulha hipodérmica 22G 

1 x 1/2 (25 x 0,7 mm) (FIGURA 2a). Um defeito ósseo de quatro paredes foi, então, 

produzido com a remoção do septo alveolar e planificação da parede inferior do seio 

maxilar após o procedimento de extração de forma adaptada à literatura prévia 

(AMARAL et al., 2017). Com o cuidado de preservar os tecidos moles, os defeitos 

foram criados na área dos alvéolos das raízes do primeiro molar superior esquerdo, 

com o auxílio do contra-ângulo (Kavo, Biberach an der Riß, Alemanha) e do 

micromotor elétrico LB100 (Beltec, São Paulo, Brasil) à 5.000 rotações por minuto 

acoplados a uma ponta diamantada tronco-cônica de topo plano KGS #2128 (KG 

Sorensen, Cotia, Brasil), de 1 mm de ponta ativa (FIGURA 1d) sob irrigação com soro 

fisiológico , o qual foi gotejado manualmente junto à ponta diamantada e removido 

com o auxílio de bolinhas de algodão estéril absorvente.  Essa ponta diamantada foi 

inserida no alvéolo em posição paralela ao eixo central do dente, de modo que a sua 

ponta ativa penetrasse (tamanho correspondente 1 mm) tendo como limite a altura da 
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gengiva marginal livre, sem que ocorressem movimentos laterais (FIGURA 2c). Sua 

remoção acontecia seguindo a mesma trajetória, porém em sentido inverso. Em 

seguida, a ponta de uma sonda periodontal era inserida no defeito criado para 

inspecionar de modo tátil a qualidade do defeito realizado (FIGURA 2d).  

 

Figura 2 – Sequência do procedimento experimental cirúrgico. Luxação do primeiro molar 

superior esquerdo do camundongo com o auxílio da ponta de uma agulha 

hipodérmica (a). Inspeção visual do primeiro molar superior esquerdo após 

exodontia (b). Confecção do defeito ósseo utilizando uma ponta diamantada 

KGS #2128 (c). Inspeção tátil do defeito ósseo com uma sonda periodontal (d). 

Defeito ósseo criado – indicado pela seta (e). Inserção do biomaterial com o 

auxílio de uma pipeta (f). Defeito ósseo preenchido com o biomaterial – indicado 

pela seta (g). Proteção do defeito ósseo e estabilização do biomaterial com o 

auxílio do cimento cirúrgico sem eugenol (h). 

Fonte: Dos autores, 2023. 

 

Para os animais que receberam os biomateriais, utilizando uma pipeta 

(FIGURA 2f), a cavidade foi preenchida com aproximadamente 2 µL de HyStem®-HP 

(Sigma-Aldrich) (FIGURA 2e), manipulado de acordo com as orientações do 

fabricante, ou com a associação entre HyStem®-HP e BG-Carb, tendo este último sido 

gentilmente cedido pela química Rosângela Ferreira Da Costa e Silva (COSTA e 

SILVA et al., 2022). A associação entre o HyStem®-HP e o BG-Carb consistiu na 
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mistura manual desses itens preparada em placa de vidro estéril na proporção de 2:1, 

como realizado por Zhou et al. (2019) também com hidrogel e biovidro. Dessa forma, 

aproximadamente 10 µg de BG-Carb foi incorporado a 20 µL do hidrogel, com o auxílio 

da ponta de uma agulha hipodérmica 22G 1 x 1/2 (25 x 0,7 mm) estéril descartável. 

Em seguida, essa associação dos biomateriais foi pipetada e despejada sobre a placa 

de vidro diversas vezes de forma a tentar obter a maior homogeneidade possível do 

material. 

O grupo controle negativo não recebeu qualquer biomaterial. Confirmada a 

integridade das paredes do defeito e a estabilidade dos materiais nos defeitos, o sítio 

operado foi coberto e protegido por cimento cirúrgico sem eugenol (Coe-Pak™ - GC 

Amercia Inc) (FIGURA 2h). Após o retorno da anestesia, os animais receberam uma 

dose de anti-inflamatório via oral, meloxicam (0,1mg/kg). Ainda, foram administradas 

a mesma dose 24h e 48h após a cirurgia. 

Os animais foram mantidos em biotério do Departamento de Morfologia do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG com controle de temperatura e 

luminosidade. Os camundongos tinham acesso ad libitum à água e ração própria para 

animais de laboratório. Durante 72 horas no período pós-cirúrgico, foram ofertados 

água e alimento pastoso, preparado por meio da mistura simples de ração e água até 

a consistência adequada (1:1p/v), tendo sido renovados a cada 24 horas. 

 

3.4 Eutanásia 

 

 Após 7 ou 21 dias, todos os animais foram submetidos à eutanásia por meio da 

técnica de sobredose anestésica, os quais receberam uma injeção intraperitoneal (IP) 

de cloridrato de xilazina (30 mg/kg) e cloridrato de ketamina (300 mg/Kg), de modo a 

não causar nenhum sofrimento a eles.  

 As maxilas dos camundongos foram dissecadas e conservadas em 

paraformaldeído (PFA) 4%, pH 7,0, por 24 horas. 

 

3.5 Processamento histológico  

 

 As maxilas foram submetidas a processamento histológico de rotina. As peças 

foram retiradas do PFA, lavadas em álcool à 70% e transferidas para a solução 
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tamponada de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) à 10%, pH 7,2, por cerca de 30 

dias, sendo esse ácido substituído a cada 3 dias, para o processo de 

desmineralização. Após esse período, as peças foram desidratadas em séries 

crescentes de álcool, clarificadas em xilol e incluídas em parafina. Os blocos de 

parafina foram seccionados em plano sagital (5μm) e corados com Hematoxilina e 

Eosina (HE – 1 e 3 minutos). As lâminas foram montadas com Entellan® (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) e fotografadas no microscópio Opticam® O600R (Opticam 

Microscopy Technology, São Paulo, Brasil), nos aumentos de 4x, 10x, 20 e 40x, para 

análises de morfometria do defeito, da deposição óssea, do tecido de granulação e 

análise de infiltrado inflamatório, vascularização (MUSSON et al., 2019) e quantidade 

de tecido epitelial presente (espessura e área). Todas as imagens foram avaliadas por 

meio do programa ImageJ.  

 

3.5.1 Padronização da região de análise histomorfométrica 

 

 Uma imagem representativa de um primeiro molar superior fixado em seu 

tecido periodontal de suporte foi utilizada como referência de área alveolar a ser 

avaliada nas amostras tratadas. No programa ImageJ, foi desenhada a área de 

interesse (ROI), chamada “macro” (FIGURA 3), a qual pôde ser transferida para todas 

as outras imagens de modo a padronizar uma mesma área e região para todas as 

amostras. Pequenos ajustes individualizados foram realizados posteriormente para 

cada amostra (aproximadamente 2,78% para mais ou para menos), quando 

necessário, uma vez que variações anatômicas entre os animais ou distorções no 

procedimento de inclusão das amostras poderiam estar presentes. Dentro dessa ROI, 

toda área representativa de tecido ósseo foi demarcada, contabilizada em micrômetro 

quadrado (µm2) e registrada em planilhas do programa Microsoft Excel®. 
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Figura 3 – Fotomicrografia corada em hematoxilina e eosina (H&E) representativa 

de um primeiro molar superior esquerdo fixado em seu tecido 

periodontal de suporte. Sobre essa região qual foi desenhada a macro 

(indicada pela seta). Barra de magnificação = 200 μm. 

Fonte: Dos autores, 2023. 

 

3.5.2 Avaliação histomorfométrica 

 

 Para contabilização da área de formação óssea e tecido conjuntivo/granulação, 

o aumento de 4x foi utilizado, uma vez que era possível visualizar todo o defeito ósseo 

correspondente ao primeiro molar superior esquerdo. Considerou-se como ela sendo 

a área total de tecido ósseo subtraída da ROI. Os valores foram registrados em 

planilhas do programa Microsoft Excel®. 

O tecido epitelial foi mensurado em cada amostra dentro da ROI previamente 

estabelecida, sendo primeiramente tomadas medidas de espessura do epitélio. Para 

cada imagem foram realizadas dez medições ao longo do comprimento do tecido 

epitelial adjacente ao defeito ósseo. Posteriormente, a área de tecido epitelial foi 

demarcada e contabilizada. Considerou-se a extensão do epitélio limitada ao alvéolo 

do dente extraído. Todos os dados foram registrados em planilhas do programa 

Microsoft Excel®. 
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3.5.2.1 Sistema de pontuação para classificação da regeneração óssea 

 

 Utilizando um sistema de pontuação para classificação da regeneração óssea 

proposta por Musson et al. (2019), três amostras para cada grupo (HyStem®-HP e 

HyStem®-HP + BG-Carb) e cada tempo experimental (7 e 21 dias) foram avaliadas 

de acordo com escores para os seguintes parâmetros histológicos: porcentagem de 

defeito recoberto por osso, novo tipo ósseo formado, vascularização e inflamação. Um 

escore total de 0 – 10 (TABELA 2) foi atribuído a cada amostra ao final. Os escores 

de cada grupo, em cada tempo, foram comparados. Importante ressaltar que essa 

avaliação foi realizada de forma terceirizada por um avaliador cego (I.B.V.) que teve 

acesso ao banco de imagens com os aumentos de 4x, 10x e 20x. 

 

Tabela 2 − Sistema de pontuação histológica para classificação da regeneração óssea. 

Porcentagem 
de defeito 

recoberto por 
osso 

Novo tipo ósseo 
formado 

 
(Natureza do tecido 
formado no defeito) 

Vascularização 
 

(Presença de 
vascularização em meio 

ao osso neoformado) 

Inflamação 
 

(Presença de células 
inflamatórias ao redor do 

osso neoformado) 

Escore: 
0 – 0% 
1 – 1-24% 
2 – 25-49% 
3 – 50-74% 
4 – 75-100% 

Escore: 
0 – Ausência de osso 

novo 
1 – Predominantemente 

tecido 
2 – Predominantemente 

lamelar remodelado 

Escore: 
0 – Sem evidências 
1 – Poucos novos vasos 

(<10) 
2 – Neovascularização 

abundante 

Escore: 
0 – Inflamação abundante 
1 – Poucas células 

inflamatórias (10-50) 
2 – Sem evidência de 

células inflamatórias 
presentes 

 

Fonte: adaptado de Musson et al., 2019.  
 

3.6 Estatística 

 
 Todos os resultados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism 

Software (GraphPad Prism versão 9.5.0 para Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA, 

EUA). A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os testes t de 

Student ou Mann-Whitney foram utilizados para identificar diferenças entre os 

tratamentos. Os dados foram analisados no nível de confiança de 95% (p < 0,05).  
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RESUMO 

O tecido ósseo é um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar. Entretanto, 
defeitos ósseos de maiores dimensões têm tal processo dificultado e, em situações 
de difícil reparação espontânea necessitam de auxílio de enxertos ou materiais 
apropriados para dar suporte à neoformação óssea. Hidrogéis são excelentes 
materiais a serem utilizados para esse fim, uma vez que são capazes de mimetizar a 
maioria das propriedades dos tecidos conjuntivos. Recentemente, despertou-se um 
interesse significativo no desenvolvimento de hidrogéis híbridos que pudessem ser 
utilizados em várias aplicações biomédicas. Uma diversidade de partículas é 
combinada a esse hidrogéis resultando em melhores propriedades. Dessa forma, este 
estudo tem como objetivo avaliar a influência de um scaffold contendo ácido 
hialurônico associado a um biovidro experimental de origem vegetal - Equisetum 
hyemale (BG-Carb), na regeneração de um defeito ósseo em maxila de 
camundongos. Nesse estudo preliminar, camundongos C57BL/6 (n = 3 por grupo e 
tempo experimental) (CEUA #042/2022) tiveram seu primeiro molar superior esquerdo 
extraído. Em seguida, uma ponta diamantada KGS #2128 (KG Soresen®), acoplada 
a um motor em baixa rotação (5000 rpm) foi utilizada para a realização de um defeito 
com a remoção do septo alveolar. Parte dos animais tiveram os defeitos preenchidos 
exclusivamente por HyStem®-HP (hidrogel à base de ácido hialurônico) (2 µL), 
enquanto a outra parte recebeu BG-Carb (1 µg) disperso em HyStem®-HP (2 µL). 
Após a eutanásia, as amostram foram processadas para análise histológica de rotina 
para histomorfometria, graduação do processo inflamatório, vascularização e 
neoformação óssea após 7 e 21 dias pós-cirúrgicos. Os resultados foram analisados 
considerando o nível de significância de 5% (p < 0,05). Aos 7 dias, o grupo que 
recebeu a associação BG-Carb e HyStem®-HP apresentou maiores valores 
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numéricos de neoformação óssea, todavia sem diferença significativa em relação ao 
uso exclusivo de HyStem®-HP (controle). Aos 21 dias, os grupos HyStem®-HP e BG-
Carb associado a HyStem®-HP apresentaram resultados semelhantes tanto na 
quantificação de tecido ósseo como de conjuntivo. O escore total para graduação para 
cada material também foi semelhante aos 7 e 21 dias. Apesar disso, comparando-se 
cada material nos tempos 7 e 21 dias, o grupo HyStem®-HP apresentou aumento 
significativo de parâmetros qualitativos e quantitativos, demonstrando que a 
associação HyStem®-HP + BG-Carb apresentou neoformação óssea inicial mais 
robusta. A quantificação epitelial da região da cirurgia aos 21 dias em ambos os 
grupos revelou aumento significativo da espessura, continuidade e uniformidade do 
epitélio nos grupos tratados com o a associação dos biomateriais em relação ao 
controle. Nas condições experimentais deste estudo, tanto o uso do HyStem®-HP 
como do HyStem®-HP + BG-Carb podem promover neoformação óssea. No entanto, 
a associação do hidrogel à base de ácido hialurônico com o BG-Carb parece promover 
neoformação óssea inicial mais consistente e estimular a proliferação da mucosa 
adjacente à cirurgia com maior espessura do tecido epitelial. 
 
 
Palavras-chave: materiais biocompatíveis; nanogéis; regeneração óssea 

 

INTRODUÇÃO 

 

O tecido ósseo é um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar. 

Entretanto, no que diz respeito a defeitos ósseos maiores, o processo torna-se 

dificultado [1]. Por isso, alguns defeitos ósseos são considerados grandes desafios 

para a prática clínica médica ortopédica e odontológica/craniofacial [2,3,4]. Esses 

defeitos podem ser de origem congênita, infecciosa, traumática ou por consequência 

de ressecção tumoral e exodontia [4,5], os quais atingem os ossos maxilares podendo 

trazer prejuízos ao paciente. 

 No âmbito da Odontologia, a reconstrução óssea é importante para a 

reabilitação funcional e estética do paciente [6]. Para isso, uma técnica já bastante 

utilizada é a colocação de enxertos de biomateriais. Dentre os diversos biomateriais 

existentes, os hidrogéis são materiais bastante compatíveis, uma vez que são 

capazes de mimetizar a maioria das propriedades físicas, químicas e biológicas dos 

tecidos [7,8] (FISHER et al., 2010; SLAUGHTER et al., 2009). O ácido hialurônico 

(AH), polissacarídeo natural presente na matriz extracelular do tecido conjuntivo [9] 

(MASON; CROSSMAN; SWEENEY, 1989), é também constituinte de hidrogéis, os 

quais são amplamente utilizados como scaffolds na engenharia tecidual. 

 Nos últimos anos, uma grande variedade de materiais foram encapsulados em 

meio a hidrogéis para que estes se tornassem compostos com propriedades 
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superiores e com a funcionalidade desejada [10], como os compostos de vidro bioativo 

que, além de apresentarem robustez, capacidade de preenchimento e bioatividade 

[11,12], possuem ainda uma estrutura porosa similar ao osso trabecular. Portanto, têm 

potencial em ajudar no processo de regeneração óssea, fornecendo às células um 

molde temporário e elementos essenciais para que cresçam em seu interior [13]. 

Nesse contexto, está o BG-Carb, um vidro bioativo vegetal com elevado teor de sílica, 

carbono e diversos oligoelementos, derivado da queima da planta vulgarmente 

chamada cavalinha (Equisetum hyemale) [14].  

Vidros bioativos disponíveis comercialmente ainda são materiais de elevado 

custo [15]. No entanto, a utilização do BG-Carb é atraente uma vez que seu processo 

de produção tem custo inferior [14]. Além disso, sua riqueza de componentes 

potencialmente osteoindutores e osteogênicos, poderia possibilitar vantagens ao 

profissional e ao paciente, com um pós-operatório mais curto e eficiente em termos 

de neoformação óssea. 

A inexistência de estudos com abordagem in vivo avaliando a eficiência da 

combinação do AH com o BG-Carb na neoformação óssea dos maxilares motiva a 

realização deste trabalho. Assim, este estudo buscou avaliar a influência de um 

scaffold constituído desses materiais na regeneração óssea de um defeito crítico 

criado na região maxilar de camundongos, em área remanescente dos alvéolos das 

raízes dos primeiros molares superiores após a sua extração. A hipótese do estudo é 

de que esse defeito ósseo criado possa ser regenerado de forma acelerada com a 

utilização desse nanocomposto. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Foram calculados 36 camundongos C57BL/6, com peso entre 15 e 25g, de 

ambos os sexos e idade de 5 semanas, que foram obtidos no Biotério Central da 

Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram distribuídos aleatoriamente 

segundo os grupos descritos na tabela 1. 
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Tabela 1 – Distribuição dos animais por grupos experimentais  

Grupos Tempo 
Réplicas 

analisadas 

HyStem®-HP 

HyStem®-HP + BG-Carb 

Controle negativo 

HyStem®-HP 

HyStem®-HP +BG-Carb 

7 dias 

7 dias 

21 dias 

21 dias 

21 dias 

n = 3 

n = 3 

n = 2 

n = 3 

n = 3 

  

 É digno de nota que a extensiva perda de animais no pós-operatório levou a 

uma divergência entre o número de réplicas calculadas e o número de réplicas 

analisadas, o que fez com que o estudo fosse tratado como preliminar. 

 

Procedimentos cirúrgicos  

 

Os animais foram pesados e anestesiados com injeção intraperitoneal de 

cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de ketamina (100 mg/kg). Os animais 

foram, então, posicionados na mesa cirúrgica (FIGURA 1a e 1b) [16] e submetidos à 

exodontia do primeiro molar superior esquerdo. Com o objetivo de assegurar os 

procedimentos, uma câmera intraoral – de uso humano – com luz (FIGURA 1c), 

posicionada a aproximadamente 3 centímetros da cavidade oral do camundongo, foi 

utilizada para ampliar, em tempo real, a visualização dos operadores em um monitor 

de 15 polegadas. 

O primeiro molar superior esquerdo do camundongo foi luxado utilizando-se a 

ponta de uma agulha hipodérmica 22G (FIGURA 2a). Um defeito ósseo de quatro 

paredes foi, então, produzido com a remoção do septo alveolar e planificação da 

parede inferior do seio maxilar após o procedimento de extração, de forma adaptada 

à literatura prévia [6]. Os defeitos foram criados na área dos alvéolos das raízes do 

primeiro molar, com o auxílio de um micromotor elétrico acoplado a um contra-ângulo 

com uma ponta diamantada tronco-cônica KGS#2128 (KG Soresen, Cotia, Brasil), de 

1 mm de ponta ativa (FIGURA 1d), girando à 5.000 rpm, sob irrigação com soro 

fisiológico –, o qual foi gotejado manualmente junto à ponta diamantada e removido 

com o auxílio de bolinhas de algodão estéril absorvente.  Essa ponta diamantada foi 
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inserida no alvéolo em posição paralela ao eixo central do dente, de modo que a sua 

ponta ativa penetrasse (tamanho correspondente a 1 mm) tendo como limite a altura 

da gengiva marginal livre, sem que ocorressem movimentos laterais (FIGURA 2c). 

Sua remoção acontecia seguindo a mesma trajetória, porém em sentido inverso. Em 

seguida, a ponta de uma sonda periodontal era inserida no defeito criado para 

inspecionar de modo tátil a qualidade do defeito realizado (FIGURA 2d). 

 

Figura 1 – Materiais utilizados no procedimento experimental. Mesa cirúrgica personalizada (a). 

Imagem ilustrativa do animal posicionado na mesa cirúrgica com um contra-ângulo 

próximo à sua cavidade oral (b). Câmera intraoral de uso humano adaptada para 

magnificação da cirurgia no camundongo (c). Ponta diamantada tronco-cônica de topo 

plano KGS #2128 com 1 mm de ponta ativa (d). HyStem®-HP (Sigma-Aldrich) (e). 

 

Fonte: Dos autores, 2023 (a, b, c, e).  KG Soresen® (d). 

 

Para os animais que receberam os biomateriais, a cavidade foi preenchida, 

utilizando uma pipeta (FIGURA 2f), com aproximadamente 20 µL de ácido hialurônico 

(HyStem®-HP, Sigma-Aldrich) (FIGURA 1e), manipulado de acordo com as 

orientações do fabricante ou com a associação entre ácido hialurônico e o BG-Carb, 

tendo este último sido gentilmente cedido pela química Rosângela Maria Ferreira Da 

Costa e Silva [14]. A associação entre o HyStem®-HP e o BG-Carb consistia na 

mistura manual desses itens preparada em placa de vidro estéril. Dessa forma, 

aproximadamente 10 µg de BG-Carb foi incorporado a 20 µL do hidrogel, com o auxílio 
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de uma agulha hipodérmica 22G 1 x 1/2 estéril descartável. Em seguida, a associação 

foi pipetada e despejada sobre a placa diversas vezes de forma a obter a maior 

homogeneidade possível do material.  

O grupo controle negativo não recebeu qualquer biomaterial. Confirmada a 

integridade das paredes do defeito e a estabilidade dos materiais nele inserido 

(FIGURA 2g), o sítio operado foi coberto e protegido por cimento cirúrgico sem 

eugenol (Coe-Pak™ - GC Amercia Inc) (FIGURA 2h). Após o retorno da anestesia, os 

animais receberam uma dose de anti-inflamatório via oral, meloxicam (0,1 mg/Kg). 

Ainda, foram administradas a mesma dose 24h e 48h após a cirurgia. 

 

Figura 2 – Sequência do procedimento experimental cirúrgico. Luxação do primeiro molar 

superior esquerdo do camundongo com o auxílio da ponta de uma agulha 

hipodérmica (a). Primeiro molar superior esquerdo após exodontia (b). 

Confecção do defeito ósseo utilizando uma ponta diamantada KGS #2128 (c). 

Inspeção tátil do defeito ósseo com uma cureta Gracey 5-6 (d). Defeito ósseo 

criado – indicado pela seta (e). Inserção do biomaterial com o auxílio de uma 

pipeta (f). Defeito ósseo preenchido com o biomaterial – indicado pela seta (g). 

Proteção do defeito ósseo e estabilização do biomaterial com o auxílio do 

cimento cirúrgico sem eugenol (h). 

Fonte: Dos autores, 2023. 
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Os animais foram mantidos em biotério do Departamento de Morfologia do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG com controle de temperatura e 

luminosidade. Os camundongos tinham acesso ad libitum à água e ração própria para 

animais de laboratório. Durante 72 horas no período pós-cirúrgico, foram ofertados 

água e alimento pastoso, preparado por meio da mistura simples de ração e água até 

a consistência adequada (1:1 p/v), tendo sido renovados a cada 24 horas. 

 

Eutanásia 

 

 Após 7 ou 21 dias, todos os animais foram submetidos à eutanásia. As maxilas 

dos camundongos foram dissecadas e conservadas em paraformaldeído (PFA) 4%, 

pH 7,0, por 24 horas. 

 

Processamento histológico  

 

 As peças foram retiradas do PFA, lavadas em álcool à 70% e transferidas para 

a solução tamponada de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) à 10%, pH 7,2, por 

cerca de 30 dias, sendo esse ácido substituído a cada 3 dias, para o processo de 

desmineralização. Em seguida, foram desidratadas, clarificadas e incluídas em 

parafina. Os blocos de parafina foram seccionados em plano sagital (5μm) e corados 

com Hematoxilina e Eosina. As lâminas foram montadas e fotografadas para análises 

de morfometria do defeito, da deposição óssea, do tecido de granulação e análise de 

infiltrado inflamatório, vascularização [17] (MUSSON et al., 2019) e quantidade de 

tecido epitelial presente (espessura e área). Todas as imagens foram avaliadas por 

meio do programa ImageJ. 

 

Padronização da região de análise histomorfométrica 

 

 Uma imagem representativa de um alvéolo intacto contendo o primeiro molar 

superior esquerdo foi utilizada como referência de área alveolar a ser avaliada nas 

amostras tratadas. No programa ImageJ, foi desenhada a área de interesse (ROI), 

chamada “macro”, a qual pôde ser transferida para todas as outras imagens de modo 

a padronizar uma mesma área e região para todas as amostras. Dentro dessa ROI, 
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toda área representativa de tecido ósseo foi demarcada e contabilizada em 

micrômetro quadrado (µm2) (FIGURA 3). 

 

Figura 3 – Fotomicrografia corada em hematoxilina e eosina (H&E) 

representativa de um alvéolo intacto sobre a qual foi desenhada a 

macro (indicada pela seta). Barra de magnificação = 200 μm. 

Fonte: Dos autores, 2023. 

 

 

Avaliação histomorfométrica 

 

 Para contabilização da área de formação óssea e tecido conjuntivo/granulação, 

o aumento de 4x foi utilizado, uma vez que era possível visualizar todo o alvéolo 

correspondente ao primeiro molar superior. Considerou-se como ela sendo a área 

total de tecido ósseo subtraída da ROI. 

O tecido epitelial foi mensurado em espessura e área, considerando-se a 

extensão do epitélio limitada ao defeito ósseo criado. 

 

Sistema de pontuação para classificação da regeneração óssea 

 

 Três amostras para cada grupo (HyStem®-HP e HyStem®-HP + BG-Carb) e 

cada tempo experimental (7 e 21 dias) foram avaliadas de acordo com escores [17 

adaptado] para os seguintes parâmetros histológicos: porcentagem de defeito 

recoberto por osso, novo tipo ósseo formado, vascularização e inflamação. Um escore 
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total de 0 - 10 (TABELA 2) foi atribuído a cada amostra ao final. Os escores de cada 

grupo, em cada tempo, foram comparados. 

 

Tabela 2 − Sistema de pontuação histológica para classificação da regeneração óssea. 

Porcentagem 
de defeito 

recoberto por 
osso 

Novo tipo ósseo 
formado 

 
(Natureza do tecido 
formado no defeito) 

Vascularização 
 

(Presença de 
vascularização em meio 

ao osso neoformado) 

Inflamação 
 

(Presença de células 
inflamatórias ao redor do 

osso neoformado) 

Escore: 
0 – 0% 
1 – 1-24% 
2 – 25-49% 
3 – 50-74% 
4 – 75-100% 

Escore: 
0 – Ausência de osso 

novo 
1 – Predominantemente 

tecido 
2 – Predominantemente 

lamelar remodelado 

Escore: 
0 – Sem evidências 
1 – Poucos novos vasos 

(<10) 
2 – Neovascularização 

abundante 

Escore: 
0 – Inflamação abundante 
1 – Poucas células 

inflamatórias (10-50) 
2 – Sem evidência de 

células inflamatórias 
presentes 

Fonte: adaptado de Musson et al, 2019. 

 

Estatística 

 Todos os resultados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism 

Software (GraphPad Prism versão 9.5.0 para Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA, 

EUA). A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os testes t de 

Student ou Mann-Whitney foram utilizados para identificar diferenças entre os 

tratamentos. Os dados foram analisados no nível de confiança de 95% (p < 0,05). 

 

RESULTADOS 

 

A quantificação da formação óssea para cada um dos tratamentos realizados 

pôde ser visualizada aos 7 dias (FIGURA 4) e aos 21 dias (FIGURA 5). Apesar de 

numericamente aumentada para o grupo HyStem®-HP + BG-Carb aos 7 dias, a 

quantificação óssea não apresentou diferença estatística significativa quando 

comparada ao grupo HyStem®-HP (p = 0,057). Aos 21 dias, a quantificação óssea 

em ambos os grupos com biomaterial foi similar (p = 0,660). Ressalta-se que 

significativa neoformação óssea foi observada no intervalo entre 7 e 21 dias para o 

grupo tratado com HyStem®-HP (p < 0,0001), indicando que esse biomaterial levou 

mais tempo para atingir os níveis de neoformação óssea do nanocomposto. Aos 21 

dias, ao se comparar os grupos tratados HyStem®-HP e HyStem®-HP + BG-Carb 

com o controle negativo em que apenas o defeito ósseo foi realizado, também não 
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houve diferença estatística em relação à formação óssea (p = 0,886 e p = 0,669, 

respectivamente) (FIGURA 7). 

 

Figura 4 − Fotomicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sítio cirúrgico dos grupos 
no 7º dia pós-cirurgia. HyStem®-HP (a) e HyStem®-HP + BG-Carb (b). Gráficos de 
barra mostrando a média ± erro padrão, sendo ns = não significativo. Formação óssea 
(µm2) (c) e Tecido conjuntivo/granulação (µm2) (d). Barra de magnificação = 200 μm. 

 
 
Figura 5 − Fotomicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sítio cirúrgico dos grupos 

no 21º dia pós-cirurgia. HyStem®-HP (a) e HyStem®-HP + BG-Carb (b). Gráficos de 
barra mostrando a média ± erro padrão, sendo ns = não significativo. Formação óssea 
(µm2) (c) e Tecido conjuntivo/granulação (µm2) (d). Barra de magnificação = 200 μm. 

 

Fonte: Dos autores, 2023. 

Fonte: Dos autores, 2023. 
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Com relação à análise de tecido intertrabecular, não houve diferença estatística 

na quantificação de tecido conjuntivo/granulação aos 7 dias (p = 0,190) (FIGURA 4d) 

ou 21 dias (p = 0,914) (FIGURA 5d) entre os grupos tratados com biomateriais. No 

entanto, para o grupo que não recebeu nenhum tratamento (controle negativo), a 

quantidade de tecido mole/granulação foi estatisticamente maior em relação a ambos 

os grupos HyStem®-HP (p = 0,009) e HyStem®-HP + BG-Carb (p = 0,008) (FIGURA 

7). 

 

Figura 6 - Fotomicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sítio cirúrgico dos grupos 

no 21º dia pós-cirurgia – epitélio. HyStem®-HP (a) e HyStem®-HP + BG-Carb (b). 

Gráficos de barra mostrando a média ± erro padrão, sendo ns = não significativo; **** = 

estatisticamente significativo com p<0,05. Espessura epitelial (µm) (c) e Área epitelial 

(µm) (d). Barra de magnificação = 200 μm.  

 

  

Fonte: Dos autores, 2023. 
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Figura 7 − Fotoicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sítio cirúrgico dos 

grupos no 21º dia pós-cirurgia. Controle negativo (a). Gráficos de barra mostrando 

a média ± erro padrão, sendo * = p<0,05. Formação óssea (µm2) (b) e Tecido 

conjuntivo/granulação (c). Barra de magnificação = 200 μm 

 

Fonte: Dos autores, 2023. 

 

Ao se avaliar o componente epitelial dos tratamentos aos 21 dias, observou-se 

maior espessura nos grupos tratados com HyStem®-HP + BG-Carb em comparação 

ao HyStem®-HP (p < 0,0001). Embora tenha sido observado maior valor numérico 

para a área epitelial no grupo HyStem®-HP + BG-Carb, essa diferença não foi 

estatisticamente significativa em relação ao ácido hialurônico (p = 0,135) (FIGURA 6). 
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Figura 8 − FotoMicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sítio cirúrgico do grupo no 21º 

dia pós-cirurgia. Controle negativo. Barra de magnificação = 200 μm 

Fonte: Dos autores, 2023. 

 

Tabela 3– Pontuação histológica para classificação da regeneração óssea 

Grupos 

Porcentagem 
de defeito 
recoberto 
por osso 

Novo tipo ósseo 
formado 

 
(Natureza do tecido 
formado no defeito) 

Vascularização 

 
(Presença de 

vascularização em 
meio ao osso 
neoformado) 

Inflamação 

 
(Presença de 

células 
inflamatórias ao 
redor do osso 
neoformado) 

Escore 
total 
(0-10) 

 

Escore: 
0 – 0% 
1 – 1-24% 
2 – 25-49% 
3 – 50-74% 
4 – 75-100% 

Escore: 
0 – Ausência de osso 

novo 
1 – Predominantemente 

tecido 
2 – Predominantemente 

lamelar remodelado 

Escore: 
0 – Sem evidências 
1 – Poucos novos 

vasos (<10) 
2 – 

Neovascularização 
abundante 

Escore: 
0 – Inflamação 

abundante 
1 – Poucas 

células 
inflamatórias 
(10-50) 

2 – Sem 
evidência de 
células 
inflamatórias 
presentes 

 

T1_G1_A1 1 1 1 0 3 

T1_G1_A2 2 2 2 0 6 

T1_G1_A3 1 1 1 0 3 

T1_G2_A1 2 1 1 0 4 

T1_G2_A2 3 2 2 1 8 

T1_G2_A3 2 1 2 0 5 

T2_G1_A1 4 2 2 0 8 

T2_G1_A2 4 2 2 0 8 

T2_G1_A3 4 2 2 0 8 

T2_G2_A1 4 2 2 0 8 

T2_G2_A2 4 2 2 0 8 

T2_G2_A3 3 1 1 1 6 

 

  
Fonte: Dos autores, 2023. 
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Gráfico1 – Escore total (média) de pontuação histológica para classificação da cicatrização 

óssea 

 

Fonte: Dos autores, 2023. 

 

No sistema de pontuação histológica (TABELA  2) observou-se um aumento 

estatisticamente significativo de escore histológico total do grupo HyStem®-HP 

comparando-se o tempo 7 dias e o tempo 21 dias (p = 0,044), com aumento da 

neoformação óssea nesse intervalo. Ainda se comparando os dois tempos 

experimentais, não houve diferença estatística para os grupos tratados com 

HyStem®-HP + BG-Carb p = 0,369) (GRÁFICO 1). Dentro do mesmo tempo 

experimental, não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

tratados com biomateriais quanto aos parâmetros histológicos estudados (GRÁFICO 

1). A análise qualitativa histológica confirmou os achados quantitativos. 

 

DISCUSSÃO 

 

Considerando-se a possibilidade de novas abordagens terapêuticas para 

aprimoramento dos resultados de neoformação óssea, os biomateriais naturais se 

destacam por possuírem uma capacidade ímpar de facilitar os processos celulares, 

isto é, adesão, migração, proliferação e diferenciação celular, indicando o seu elevado 

potencial para utilização na engenharia tecidual [18]. Com isso, materiais que 

apresentem boa biodegradabilidade, bom custo-benefício, biocompatibilidade e sejam 

biogênicos têm sido alvo de pesquisas [19]. 

Desde que a Organização das Nações Unidas determinou diversas metas para 

o milênio, dentre elas, aquelas que dizem respeito ao meio ambiente e com a 

HyStem®-HP  

 

HyStem®-HP + BG-Carb 
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necessidade de produção responsável e ações contra a mudança climática global, e 

considerando ainda a preocupação com a redução no desperdício de recursos 

naturais, a busca por tecnologias limpas tem se tornado frequente [20]. Nesse 

contexto, podem-se citar os scaffolds vegetais, que se destacam, uma vez que a 

maioria dos scaffolds utilizados na engenharia tecidual é sintético ou derivado de 

animais, o que faz com que sejam dispendiosos e gerem grande impacto ambiental 

[21]. No entanto, uma limitação importante a se citar a respeito dos scaffolds vegetais 

é a sua deficiência nas propriedades mecânicas [22]. Ainda que o objetivo deste 

trabalho não tenha sido avaliar a resistência mecânica do HyStem®-HP associado ao 

BG-Carb é possível hipotetizar que o composto melhora a resistência mecânica da 

base de ácido hialurônico − HyStem®-HP sozinho.  Esse hidrogel consegue 

estabelecer interações e ligações químicas com a água, mimetizando a maioria das 

propriedades físicas, químicas e biológicas dos tecidos [7,8,23], e assim como o BG-

Carb, possui a mesma composição inorgânica dos fluidos corporais [14]. 

O potencial osteogênico do BG-Carb foi testado in vitro [14]. Esses autores 

observaram que esse material promoveu a proliferação celular e a deposição de cálcio 

nas culturas de células pré-osteoblásticas, com a formação de uma camada superficial 

de hidroxiapatita, corroborando com estudos prévios sobre biovidros [24,25]. 

Até o presente momento, após ampla pesquisa na literatura, constatou-se não 

haver estudos que avaliem o efeito in vivo do BG-Carb, destacando-se ainda a sua 

aplicação direta em defeitos ósseos intrabucais. Os resultados do presente estudo 

mostram que a associação HyStem®-HP + BG-Carb apresentou maiores valores 

numéricos de neoformação óssea, aos 7 dias, ainda que sem diferença significativa 

em relação ao uso exclusivo de HyStem®-HP. Qualitativamente, segundo o escore 

total aos 7 dias, esses achados se confirmaram. 

Aos 21 dias ambos os biomateriais atingiram resultados semelhantes de 

formação de tecido ósseo e tecido conjuntivo. Assim também foi observado para o 

escore total de cada material nesse último tempo experimental. No entanto, o grupo 

tratado com HyStem®-HP apresentou aumento significativo no escore total de 

parâmetros aos 7 e 21 dias. Isso também se deu na análise quantitativa de osso. Essa 

diferença é sugestiva de que o biomaterial sozinho, sem o BG-Carb, teve a 

neoformação óssea impulsionada apenas nas últimas semanas de análise. 

Inversamente, sugere-se que o BG-Carb associado ao HyStem®-HP promoveu uma 

formação óssea inicial mais robusta que continuou até o último tempo experimental 
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mesmo utilizando metade da quantidade de ácido hialurônico do grupo controle. Um 

efeito muito importante dos vidros bioativos, descobertos no início deste século é o 

controle que esses materiais exercem sobre a expressão gênica de osteoblastos [26], 

explicando a capacidade que os biovidros têm na indução da neoformação óssea. 

Apesar de serem resultados ainda preliminares, o uso do hidrogel contendo ácido 

hialurônico e do BG-Carb parece ser promissor na indução inicial de tecido 

mineralizado em lojas cirúrgicas produzidas artificialmente na cavidade bucal. 

Em modelos de estudo murino, o reparo tecidual ósseo em camundongos 

resulta na formação de um calo cartilaginoso 7 dias após a lesão, sendo, então, 

convertido em osso 14 dias depois [27]. Aos 21 dias, esses animais já passaram por 

um reparo ósseo alveolar completo [28]. Por ouro lado, o tempo de regeneração óssea 

em ratos utilizando biovidro como material de enxertia foi avaliado e observou-se que 

o tempo de regeneração óssea foi superior ao tempo em que nenhum material foi 

utilizado [29]. Isso se justificaria pelo fato de scaffolds apresentarem uma dissolução 

lenta, impedindo o fechamento completo do defeito ósseo no tempo necessário para 

que isso ocorra na ausência de materiais. Corroborando com os achados desses 

últimos autores, nenhuma das amostras analisadas neste trabalho apresentou o 

reparo completo aos 21 dias, como mostra a tabela 2, em que não atingiram o escore 

máximo de neoformação óssea. Apesar disso, ambos os biomateriais levaram a 

menor formação de tecido conjuntivo/granulação quando comparados a não-utilização 

de quaisquer biomateriais.  

O modelo animal do presente trabalho foi adaptado de Amaral et al. (2017), que 

utilizando um modelo de defeito ósseo alveolar de 4 paredes em ratos – encontraram 

que a droga sintética osteoindutora ranelato de estrôncio tem influência positiva no 

reparo de defeitos ósseos intrabucais, sendo essa substância capaz de acelerar o 

processo de neoformação e maturação óssea em ratos.  Esses achados prévios e 

nossos dados preliminares confirmam as vantagens da utilização de biomateriais 

osteoindutores, destacando-se o benefício de se ser de origem natural/vegetal, em 

defeitos ósseos que demandem maiores volumes de regeneração óssea. Além disso, 

ambos biomateriais testados no presente estudo levaram a menor formação de tecido 

conjuntivo/granulação quando comparados a não-utilização de biomateriais. Esses 

dados podem sugerir um caminho importante para novas pesquisas 

O potencial regenerador do AH no tecido epitelial oral foi comprovado, em que 

se observou a cicatrização do tecido periodontal, com formação de tecido de 
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granulação, reepitelização e angiogênese [30]. Um outro estudo [31], apresentando 

resultados semelhantes, foi conduzido tratando feridas em mucosa oral de coelhos 

com vidros bioativos. Observou-se, então, o fechamento completo da ferida com a 

ausência de sinais de inflamação em uma semana de pós-operatório. Esses 

resultados corroboram com os achados histológicos e imuno-histoquímicos dos 

autores, com um aumento na atividade celular e na vascularização, enquanto o grupo 

não tratado apresentou ferida aberta com infiltrado supurativo e vascularização 

diminuída. Ainda, tais resultados levaram à importante conclusão de que o uso do 

biovidro como scaffold natural em um ambiente úmido e com micro-organismos 

presentes, como é a cavidade oral, é bastante favorável. Neste estudo, observaram 

na quantificação epitelial da mucosa que recobria o sítio cirúrgico aos 21, a associação 

HyStem®-HP + BG-Carb parece estimular a proliferação da mucosa adjacente à 

cirurgia com maior espessura epitelial e um selamento mais uniforme da região 

operada. Esse pode ser um ponto importante no sucesso da enxertia de forma a 

prevenir ulcerações e garantir a estabilidade de tratamentos pré-protéticos e protéticos 

subsequentes. Ainda, esses resultados apontam uma direção de pesquisas futuras, 

em que esse material poderá ser testado para reparo tecidual do epitélio oral. 

O modelo de alvéolo pós-exodontia tem sido bastante utilizado em pesquisas 

para avaliação de fatores que podem influenciar no processo de reparo ósseo [32,33]. 

Entretanto, ainda que represente um modelo viável para análise da regeneração 

óssea, essas cavidades geradas pela exodontia simples dos molares dos animais 

apresentam limitações, como variação anatômica do tamanho do alvéolo, presença 

de septos inter-radiculares e resíduos remanescentes do ligamento periodontal, os 

quais podem interferir na interpretação dos resultados. Modelos de defeitos ósseos 

mais amplos e padronizados têm sido tradicionalmente criados em tíbias, fêmures e 

calotas cranianas de animais de laboratório [34,35]. No entanto, para pesquisas 

odontológicas, o ideal seria a utilização de um modelo de defeito ósseo com 

características semelhantes ao reparo ósseo do complexo bucomaxilofacial, uma vez 

que a cavidade oral representa um desafio aos processos de reparo ósseo, 

diferentemente de outras localidades, considerando sua microbiota residente e seus 

tecidos estão constantemente expostos a forças mecânicas multidirecionais e 

diferenças de temperatura [28,36]. 

Assim, como mencionado anteriormente, este trabalho utilizou, de forma 

adaptada, um modelo de defeito ósseo em alvéolo dentário de ratos padronizado por 



49 

 

Amaral et al. (2017), de modo que os benefícios das técnicas de padronização animal 

em defeitos extraorais se aproximassem dos desafios encontrados no meio bucal, 

mais especificamente nos ossos maxilares. No entanto, algumas dificuldades foram 

encontradas, uma vez que esse modelo adaptado ainda não foi validado. 

Camundongos são animais bastante pequenos e frágeis, o que fez com que o 

processo cirúrgico fosse delicado. A ponta diamantada foi penetrada para confecção 

do defeito ósseo em aproximadamente 1 mm, a medida de sua ponta ativa. Porém, a 

fragilidade da parede inferior do seio maxilar e seu rompimento levou à perda 

prematura de muitos animais tratados, o que fez com que o número amostral para 

cada grupo se reduzisse. Adicionalmente, o rompimento do assoalho do seio maxilar 

comprometeu diretamente as análises histológicas posteriores de outros animais que 

sobreviveram ao procedimento. Talvez, devido à pequena variação anatômica 

individual da profundidade do alvéolo de cada animal tenha ocorrido perfuração desse 

assoalho ou até a própria luxação do dente levou à descontinuidade de sua 

integridade. Ainda, mesmo com a utilização da câmera intraoral para ampliar a 

visualização dos operadores, nem sempre foi possível garantir, por meio visual, a 

destruição completa dos septos inter-radiculares ou a remoção de eventual raiz 

fraturada remanescente no alvéolo. Dessa forma, o procedimento de criação da loja 

cirúrgica com o defeito ósseo no modelo murino se revelou de alto grau de dificuldade. 

Essas intercorrências e limitações levaram à perda de amostras após todo o 

processo experimental, sendo em sua maioria detectadas após a análise das lâminas 

histológicas. Ou, ainda, possivelmente, devido ao estresse do procedimento, houve 

uma perda precoce expressiva de animais no período pós-cirurgia, mesmo com 

sangramento intra/pós-operatório controlado e medicações administradas conforme 

protocolo aprovado pela CEUA. Assim, esses diversos fatores, certamente, 

contribuíram para a redução do número de amostras. 

 

CONCLUSÃO 

 

 Nas condições experimentais deste estudo, tanto o uso do biomaterial 

HyStem®-HP + BG-Carb como do HyStem®-HP  indicam a possibilidade de promover 

neoformação óssea. No entanto, a associação HyStem®-HP + BG-Carb parece 

promover neoformação óssea inicial mais consistente e estimular a proliferação da 
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mucosa adjacente à cirurgia com maior espessura epitelial, levando possivelmente a 

um selamento epitelial uniforme da região. 

 

ASPECTOS ÉTICOS 

 

 Esta pesquisa foi submetida a Comissão de Ética e Uso Animal (CEUA) da 

UFMG, a qual a aprovou sob o protocolo de número 42/2022. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos biológicos no que diz respeito 

à regeneração óssea possivelmente proporcionada pelo hidrogel à base de ácido 

hialurônico HyStem®-HP, bem como da associação entre BG-Carb e HyStem®-HP, 

sem que fossem avaliados os efeitos físico-químicos no processo biológico. Além 

disso, não foi enfoque avaliar a interação química ocorrida na mistura do BG-Carb 

com o HyStem®-HP. Portanto, estudos que façam essas avaliações são também 

necessários. 

Diante das dificuldades e limitações técnicas e obedecendo aos princípios dos 

3Rs (refinar, reduzir, substituir) da experimentação animal, esta pesquisa foi 

considerada um estudo preliminar in vivo. Recomendamos fortemente que o 

instrumental e modelo experimental seja aprimorado antes que novos testes sejam 

feitos in vivo, a fim de poupar sofrimento e vidas animais. 
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APÊNDICE A – PEÇAS HISTOLÓGICAS 

 

Figura suplementar 1 – Peças histológicas imediatamente após eutanásia e 

dissecação. HyStem®-HP (a). HyStem®-HP + BG-

Carb (b). A seta indica o local referente ao alvéolo 

do primeiro molar superior esquerdo. 

 

Fonte: Dos autores, 2023. 
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