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RESUMO 

 
 
Objetivos: O objetivo desse estudo foi avaliar comparativamente o potencial 

osteogênico in vitro de células obtidas do ramo mandibular (RM, área doadora) e do 

seio maxilar enxertado com uma mistura de RM e osso bovino inorgânico (OBI), 

previamente à instalação de implantes de titânio (SM, sítio do seio maxilar 

enxertado). Material e Métodos: As células foram obtidas de três pacientes 

submetidos a procedimentos de aumento do soalho do seio maxilar com a proporção 

de 1:1 de RM e OBI (GenOx Inorg®). No momento da realização dos enxertos no 

seio maxilar e após 08 meses, antes da inserção dos implantes de titânio, 

fragmentos ósseos foram colhidos do RM e do SM, respectivamente, e submetidos à 

digestão enzimática com tripsina e colagenase para obtenção de células primárias. 

As células foram subcultivadas e crescidas sob condições osteogênicas por até 21 

dias, tendo sido avaliados os seguintes parâmetros: proliferação/viabilidade celular, 

expressão gênica de marcadores osteoblásticos, atividade de fosfatase alcalina 

(ALP) e conteúdo de cálcio, por extração do vermelho de Alizarina. Culturas 

primárias derivadas do RM foram expostas ao GenOx Inorg® por 7 dias, quando se 

avaliou a atividade de ALP. Os resultados foram comparados por ANOVA two-way, 

seguido do teste de Tukey, ou pelo teste de Mann-Whitney. Resultados: Culturas 

do SM exibiram uma redução significante do potencial osteogênico se comparado ao 

de culturas do RM, com um aumento progressivo na proliferação celular associado a 

uma redução da expressão dos marcadores osteoblásticos, da atividade de ALP e 

do conteúdo de cálcio. A exposição do GenOx Inorg® às células primárias derivadas 

do RM inibiram a atividade de ALP. Conclusão: Esses resultados sugerem que o 

uso do GenOx Inorg® em associação a fragmentos do RM para aumento do soalho 

do seio maxilar inibe a diferenciação de células osteoblásticas no sítio de inserção 

de implantes de titânio após 8 meses de enxertia. 

 



 

ABSTRACT 

 
 
Objectives: This study aimed to comparatively evaluate the in vitro osteogenic 

potential of cells obtained from the mandibular ramus (MR, autogenous bone donor 

site) and from the maxillary sinus bone grafted with a mixture of anorganic bovine 

bone (ABB) and MR prior to titanium implant placement (MS, grafted implant site). 

Material and methods: Cells were obtained from three patients subjected to 

maxillary sinus floor augmentation with a 1:1 mixture of ABB (GenOx Inorg®) and 

MR. At the time of the sinus lift procedure and after 8 months, prior to implant 

placement, bone fragments were taken from MR and MS, respectively, and subjected 

to trypsin-collagenase digestion for primary cell culturing. Subcultured cells were 

grown under osteogenic condition for up 21 days and assayed for 

proliferation/viability, osteoblast marker mRNA levels, alkaline phosphatase (ALP) 

activity and calcium content/Alizarin red staining. ALP activity was also determined in 

primary explant cultures exposed to GenOx Inorg® (1:1 with MR) for 7 days. Data 

were compared using the two-way ANOVA followed by the Tukey test; otherwise, the 

Mann-Whitney test was used. Results: MS cultures exhibited a significantly lower 

osteogenic potential compared with MR cultures, with a progressive increase in cell 

proliferation together with a downregulation of osteoblast markers, reduced ALP 

activity and calcium content. Exposure of MR-derived primary cultures to GenOx 

Inorg® inhibited ALP activity. Conclusion: These results suggest that the use of 

GenOx Inorg® in combination with MR fragments for maxillary sinus floor 

augmentation inhibits the osteoblast cell differentiation at the implant site in the long-

term. 
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PB: solução tampão fosfato (Phosphate buffered) 
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Ct: ciclo limiar (cicle threshold) 
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NaOH: hidróxido de sódio 

µM: micromolar 

g: unidade de aceleração, aproximadamente igual a 9,8 m/s2 

 



 

SUMÁRIO 

 

 
1  INTRODUÇÃO ......................................................................................................14 
 
2  MATERIAL E MÉTODOS .....................................................................................17 

2.1  Cirurgia para aumento do soalho do seio maxilar ...........................................17 
2.2  Cultura de células ...........................................................................................17 
2.3  Proliferação celular .........................................................................................18 
2.4  Reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real-time PCR)................19 
2.5  Avaliação da atividade de ALP........................................................................22 
2.6  Extração do vermelho de Alizarina/Conteúdo de cálcio ..................................22 
2.7  Efeito in vitro do GenOx Inorg® na atividade de ALP ......................................23 
2.8  Análise estatística ...........................................................................................23 

 
3  RESULTADOS......................................................................................................25 

3.1  Proliferação celular .........................................................................................25 
3.2  Expressão gênica............................................................................................26 
3.3  Atividade de ALP.............................................................................................27 
3.4  Extração do vermelho de Alizarina/Conteúdo de cálcio ..................................28 
3.5  Efeito in vitro do GenOx Inorg® na atividade de ALP ......................................30 

 
4  DISCUSSÃO.........................................................................................................32 
 
5  CONCLUSÃO .......................................................................................................36 
 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS.........................................................................38 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 
 



14 

1  INTRODUÇÃO 
 

 A instalação de implantes dentários na região posterior de maxila edêntula é 

um grande desafio cirúrgico devido à quantidade de osso insuficiente e a pobre 

qualidade de estrutura óssea. Assim, a reabilitação funcional e estética na região 

posterior de maxila edêntula requer adequada reconstrução óssea para permitir 

estabilidade e taxas de sobrevivências dos implantes osseointegráveis por longos 

períodos (Nkenke & Stelzle 2009; Cho-Lee et al. 2010). Uma das estratégias para 

atingir essa meta é o procedimento de aumento de soalho do seio maxilar. Nesse 

procedimento, os enxertos de osso autógeno, alógeno, xenógeno, aloplásticos, ou 

as combinações desses materiais têm sido empregados para criar e manter um novo 

compartimento de tecido ósseo entre o soalho do seio maxilar e a membrana sinusal 

elevada, objetivando garantir adequados sítios para inserção de implantes de titânio 

(Del Fabbro et al. 2008; Sohn et al. 2010). 

Um alto potencial osteogênico tem-se atribuído ao enxerto de osso autógeno 

devido aos seus efeitos osteocondutivo, osteoindutivo e osteogênico (Hausamen & 

Neukam 1992; Klijn et al. 2010). Contudo, a utilização do enxerto de ossos 

autógenos em combinação materiais de enxertia poderia reduzir a manipulação 

tecidual durante o procedimento cirúrgico da área doadora, assim limitando a 

morbidade cirúrgica ao paciente (Chaushu et al. 2009; Sbordone et al. 2009; 

Kahnberg et al. 2011). Um dos materiais de enxertia para essa aplicação é o osso 

bovino inorgânico (OBI), que apresenta as mesmas propriedades químicas e físicas 

do osso humano (Orsini et al. 2005). Adicionalmente agindo como material de 

preenchimento de cavidades, o OBI pode facilitar o reparo ósseo como demonstrado 

em analíses histológicas, que mostra a formação de novo tecido ósseo em contato 
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direto com as partículas de OBI (Galindo-Moreno et al. 2010; Bernabé et al. 2012). 

De forma controvertida, apesar destes efeitos favoráveis do osso bovino, um atraso 

no início da formação óssea em defeitos ósseos tem sido atribuído ao OBI 

(Carmagnola et al. 2000; Botticelli et a. 2004; Araújo et al. 2009). Dando mérito a 

isso, um número de estudos in vitro tem demonstrado efeitos negativos das 

partículas de OBI na adesão de células osteoblásticas, na proliferação, na 

expressão gênica, e na formação da matriz óssea mineralizada (Beloti et al. 2008; 

Herten et al. 2009; Bernhardt et al. 2011; Trubiani et al. 2010). 

O objetivo do presente estudo in vitro foi de avaliar comparativamente o 

potencial osteogênico das células derivadas da área doadora e do sítio de instalação 

de implantes de titânio nos pacientes submetidos aos procedimentos de aumento do 

soalho do seio maxilar utilizando enxerto de osso autógeno em associação com 

partículas de OBI. A vantagem desse modelo experimental oferece a possibilidade 

de avaliar a expressão fenotípica de células isoladas do sítio de inserção dos 

implantes de titânio após um processo de reparação tecidual a longo período na 

presença de osso autógeno e partículas de OBI. 
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2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  Cirurgia para aumento do soalho do seio maxilar 

A cirurgia para elevação de seio maxilar, quando indicada, foi realizada na 

Clínica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP, 

Araraquara, sob a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa. Foram selecionados 

três pacientes adultos, saudáveis, do gênero masculino e feminino, não fumantes, 

que não estejam sob tratamento farmacológico. A cirurgia de elevação do seio 

maxilar foi realizada utilizando o enxerto autógeno inlay derivado da região de ramo 

da mandíbula associado às partículas de osso bovino inorgânico (GenOx Inorg®). 

Após a cirurgia, descartes de fragmentos ósseos da área doadora foram submetidos 

à digestão enzimática para obtenção das células para cultura conforme descrito a 

seguir. 

Após 8 meses de cirurgia de elevação do soalho do seio maxilar, durante a 

intervenção cirúrgica para colocação dos implantes de titânio, biópsias foram 

retiradas das áreas de enxerto dos mesmos pacientes, por meio de uma broca 

trefina. Esses fragmentos também foram submetidos à digestão enzimática para 

obtenção das células para cultura. 

 

2.2  Cultura de células 

Para obtenção das células, os fragmentos triturados, foram submetidos à ação 

da colagenase (5 mL, 1 mg/mL, Gibco) sob agitação a 37 °C por 3 horas. A cada 

trinta minutos a colagenase foi retirada e reservada em um tubo Falcon contendo 5 

mL do meio de cultura e outros 5 mL de solução de colagenase foram adicionados 

aos fragmentos ósseos até a completa digestão. Após a centrifugação o precipitado 
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foi resuspendido em 5 mL do meio de cultura e as células em cultura primária foram 

mantidas em frascos de 75 cm2 (Corning Incorporated, EUA) contendo α-MEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 50 µg/mL de vancomicina 

(Acros Organics, Belgica), 0,3 µg/mL de fungizona (Gibco), 50 µg/mL de gentamicina 

(Gibco), 5 µg/mL de acido ascórbico (Gibco) e 7 mM de β-glicerofosfato (Sigma, 

EUA) e 100 nM de dexametasona (Sigma). Na subconfluência da cultura primária, o 

meio de cultura foi removido e adicionada solução de tripsina a 0,25% (Gibco) e 

EDTA a 1 mM (Gibco) para obtenção de suspensão de células. Em seguida, as 

células foram contadas em hemocitômetro e plaqueadas na densidade de 2x104 

células/poço em placas de poliestireno de 24 poços (Corning). As culturas foram 

mantidas por períodos de até 17 dias e sua progressão foi avaliada por microscopia 

de fase invertida (Axiovert 25, Zeiss, Jena, Alemanha). O meio de cultura foi trocado 

a cada 2 ou 3 dias. Durante todo o tempo de cultivo as células foram mantidas a 37 

oC e atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. O estudo 

foi realizado em quintuplicata e foi repetido utilizando células de 3 doadores 

diferentes. 

 

2.3  Proliferação celular 

A proliferação celular foi determinada quantitativamente pelo ensaio 

colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (Sigma). 

O MTT é um sal que é reduzido em cristais de formazan (de cor púrpura) por 

proteinases mitocondriais, ativas apenas em células viáveis. (Mosmann 1983). Em 3, 

7 e 10 dias, o meio de cultura foi removido e os poços foram lavados com salina 

tamponada com fosfato (PBS, Gibco) aquecida a 37 oC, preenchidos com 1 mL de 

meio de cultura contendo MTT à 10% (5 mg/mL) e incubados a 37 ºC por 4 horas. A 
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seguir, os sobrenadantes serão aspirados e os cristais solubilizados utilizando 1 mL 

de uma solução de isopropanol ácido (HCl 0,04 N em isopropanol). As placas foram 

agitadas por 5 minutos e uma alíquota de 150 µL de cada poço foi transferida para 

uma placa de 96 poços. A absorbância foi avaliada por meio de um 

espectrofotômetro µQuant (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) utilizando o 

comprimento de onda de 570 nm. A proliferação celular foi expressa como 

absorbância. 

 

2.4  Reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real-time PCR) 

A expressão de marcadores do fenótipo osteoblástico foi avaliada por Real-

time PCR, quantificando-se os seguintes genes: RUNX2, COL I, ALP, BSP, OPN e 

OC. Como controle, foi avaliada a expressão do gene constitutivo β-actina. 

Aos 7 e 14 dias, foi realizada a extração do RNA total utilizando o kit SV Total 

RNA Isolation System (Promega, EUA) de acordo com especificações do fabricante. 

Em seguida, o RNA total foi quantificado em diferentes comprimentos de onda (260; 

280; 230; 320 nm) no aparelho GeneQuant 1300 (GE Healthcare, Cardiff, Reino 

Unido). 

As reações foram feitas com o sistema SYBR Green, no aparelho CFX 96 

Bio-Rad (EUA). Após extração do RNA total, a fita de cDNA foi confeccionada no 

termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, EUA) por uma reação de transcrição 

reversa utilizando-se o kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA). 

O cDNA sintetizado foi utilizado juntamente com o reagente SYBR Green, como 

determinado pelo fabricante. A reação de amplificação foi composta por 2 minutos a 

50 ºC, 10 minutos a 95 ºC, quarenta ciclos de 15 segundos a 95 ºC, 1 minuto a 60 

ºC. Um ciclo final de 20 minutos, com temperatura crescente de 60 ºC a 95 ºC, foi 
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empregado para a obtenção de uma curva de dissociação dos produtos da reação, 

utilizada para a análise da especificidade de amplificação. Os resultados foram 

analisados com base no valor de Ct (cicle threshold - ou ciclo limiar), sendo este o 

ponto correspondente ao número de ciclos em que a amplificação das amostras 

atinge um limiar (determinado entre o nível de fluorescência dos controles negativos 

e a fase de amplificação exponencial das amostras), permitindo a análise 

quantitativa da expressão do fator avaliado. Todas as amostras foram submetidas a 

reações para a detecção de RNAm para a β-actina, que constituiu o controle positivo 

da reação de amplificação e foi utilizado para a normalização dos níveis de 

expressão dos genes alvo. Uma amostra negativa (água) foi submetida à reação 

com cada par das seqüências dos primers utilizados. Os resultados foram 

calculados usando o método ∆∆Ct (Livak & Schmittgen 2001). Primers adequados 

(Tabela 1) para tais reações foram desenhados no programa Primer Express 3 

(Applied Byosystem). 
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Tabela 1 – Sequência de primers e características das reações 

Gene Sequência primer sense  

Sequência primer anti-sense 

TA (°C) TM (°C) bp 

RUNX2 TATGGCACTTCGTCAGGATCC 

AATAGCGTGCTGCCATTCG 

61 83 110 

COL I TGACGAGACCAAGAACTG 

CCATCCAAACCACTGAAACC 

61 84 114 

ALP ACGTGGCTAAGAATGTCATC 

CTGGTAGGCGATGTCCTTA 

60 86 475 

BSP AATCTGTGCCACTCACTGCCTT 

CCTCTATTTTGACTCTTCGATGCAA

58 79 201 

OPN AGACACATATGATGGCCGAGG 

GGCCTTGTATGCACCATTCAA 

60 79 154 

OC CAAAGGTGCAGCCTTTGTGTC 

TCACAGTCCGGATTGAGCTCA 

62 85 150 

β-actina ATGTTTGAGACCTTCAACA 

CACGTCAGACTTCATGATGG 

60 75 495 

  

RUNX2 – runt-related transcription factor 2; COL I – colágeno I; ALP - fosfatase 
alcalina; BSP - sialoproteína óssea; OPN - osteopontina; OC - osteocalcina; TA - 
temperatura de anelamento; TM - temperatura de dissociação; bp - tamanho do 
produto. 
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2.5  Avaliação da atividade de ALP 

A atividade de ALP foi avaliada por meio da liberação de timolftaleína pela 

hidrólise do substrato de timolftaleína monofosfato, utilizando um kit comercial 

(Labtest Diagnostica SA, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as instruções do 

fabricante. Para isso foram utilizados tubos de ensaio branco, padrão e testes. Em 

todos os tubos foram adicionados 50 µL de substrato e 0,5 mL de tampão 

dietanolamina a 0,3 mmol/mL, pH 10,1. No tubo padrão foi acrescentado 50 µL da 

solução padrão. Os tubos foram mantidos a 37 ºC por 2 minutos. Em seguida, foi 

adicionado, em cada tubo teste, 50 µL do lisado de células dos mesmos poços 

utilizados para medida da proteína total. Os tubos foram mantidos a 37 ºC por 10 

minutos. Após esse período foi adicionado em todos os tubos, branco, padrão e 

testes, 2 mL do reagente de cor (Na2CO3 0,09 µmol/mL e NaOH 0,25 µmol/mL) e em 

seguida a absorbância foi medida em um espectrofotômetro (Cecil) utilizando-se o 

comprimento de onda de 590 nm. A atividade de ALP, µmol de timoftaleína/h/mL, foi 

calculada a partir da medida do tubo padrão e normalizada pelo conteúdo de 

proteína total, que foi determinado pelo método de Lowry modificado (Lowry et al. 

1951). 

 

2.6  Extração do vermelho de Alizarina/Conteúdo de cálcio 

Ao final de 17 e 21 dias, o meio de cultura foi removido, os poços lavados três 

vezes com PBS aquecida a 37 °C e preenchidos com formalina 10% por 2 horas. 

Em seguida, foram desidratados em série crescente de etanol e processados para 

coloração com vermelho de Alizarina (Sigma), que cora, em vermelho, áreas de 

mineralização ricas em cálcio. A quantificação da coloração foi avaliada por método 

colorimétrico (Gregory et al. 2004). Foram adicionados 280 µL de ácido acético a 
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10% a cada poço previamente corado com vermelho de Alizarina e a placa foi 

agitada por 30 minutos em temperatura ambiente. O conteúdo de cada poço foi 

transferido para tubos Eppendorf e, então, aquecidos a 85 ºC por 10 minutos e em 

seguida mantidos em gelo por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 20.000g 

por 15 minutos e 100 µL dos sobrenadantes foram transferidos para tubos novos. 

Então 40 µL de hidróxido de amônia a 10% foram adicionados a cada tubo para 

neutralizar o ácido, em seguida o conteúdo de cada tubo foi transferido para uma 

placa de 96 poços. A absorbância foi avaliada por meio de um espectrofotômetro 

µQuant (BioTek Instruments) utilizando o comprimento de onda de 405 nm. A 

formação de matriz mineralizada foi expressa como absorbância. 

 

2.7  Efeito in vitro do GenOx Inorg® na atividade de ALP 

Para avaliar o efeito do Genox Inorg® exposto às células osteogênicas, 

células de cultura primária derivadas de RM foram crescidas por 7 dias na presença 

de partículas de GenOx Inorg® (na proporção 1:1 de fragmentos ósseos de 

explantes de RM em relação às partículas de GenOx Inorg®). O meio de cultura foi 

trocado a cada 2 dias. No dia 7, foi avaliada a atividade de ALP das células 

primárias, como descrito previamente. 

 

2.8  Análise estatística 

Foi utilizado o teste paramétrico two-way ANOVA, para dados independentes, 

seguido do teste de Tukey, para comparações múltiplas, quando aplicável. Para 

comparações entre dois grupos, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. O nível de 

significância considerado foi de 5%. 
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3  RESULTADOS 

 

3.1  Proliferação celular 

Diferenças estatisticamente significantes foram detectadas no perfil de 

proliferação celular entre culturas derivadas de RM e de SM. Enquanto que as 

células de RM apresentaram pico de proliferação celular no dia 7, as de SM exibiram 

um aumento progressivo de proliferação celular durante os períodos avaliados (p < 

0,05; Figura 1). 

 

 

Figura 1. Proliferação celular (MTT, densidade óptica) das culturas de células derivadas do ramo 

mandibular e do seio maxilar crescidas sob condição osteogênica aos 3, 7, e 10 dias. Barras com 

letras iguais não apresentam diferenças estatisticamente significantes (p > 0,05). 
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3.2  Expressão gênica 

Aos 7 e 14 dias, as culturas de células de SM mostraram uma significante redução 

dos marcadores osteoblásticos comparados as culturas de RM, exceto para COL I no dia 

14. Entre os dias 7 e 14, as culturas de SM não mostraram mudanças significantes de 

expressão gênica exceto para a COL I (apresentou redução aos 14 dias), considerando 

que as culturas de RM exibiram alta expressão gênica de BSP, OPN e OC, e uma 

redução de ALP e COL I aos 14 dias; a expressão de RUNX2 não foi alterada (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Expressão relativa dos níveis de RNAm de RUNX2, COL I, ALP, BSP, OPN, e OC das 

culturas de células derivadas do ramo mandibular e do seio maxilar crescidas sob condição 

osteogênica em 7 e 14 dias. Os resultados foram normalizados em relação aos níveis de RNAm de β-

actina, e o valor 1 foi atribuído às culturas celulares derivadas do ramo mandibular aos 7 dias. Barras 

com letras iguais não apresentam diferenças estatisticamente significantes (p > 0,05). 
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3.3  Atividade de ALP 

Existiram diferenças estatisticamente significantes na atividade de ALP entre 

as culturas de SM e RM. As culturas de SM exibiram uma significante redução da 

atividade de ALP comparadas às culturas de RM nos 3 períodos avaliados, com pico 

de atividade aos 14 dias. Por outro lado, as culturas de RM apresentaram pico da 

atividade de ALP no dia 10 (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Atividade de ALP (µmol de timolftaleína/h/mg de proteína) das culturas celulares derivadas 

do ramo mandibular e do seio maxilar crescidas sob condição osteogênica aos 7, 10, e 14 dias. 

Barras com letras iguais não apresentam diferenças estatisticamente significantes (p > 0,05). 

 



28 

3.4  Extração do vermelho de Alizarina/Conteúdo de cálcio 

A coloração de vermelho de Alizarina resultou em marcações diferentes entre 

as culturas de RM e SM nos dias 17 e 21. As culturas de RM exibiram áreas 

distribuídas com contorno irregular e com várias intensidades de vermelho, com 

padrão pontilhado, enquanto que culturas de SM exibiram áreas nodulares de 

coloração marrom claro e apenas pequenos pontos vermelhos focais (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Imagens macroscópicas das culturas celulares derivadas do ramo mandibular e do seio 

maxilar crescidas sob condição osteogênica aos 17 e 21 dias. As culturas foram coradas com 

vermelho de Alizarina para detecção de depósitos de cálcio na matriz extracelular. 
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 O conteúdo de cálcio nas culturas de SM foi significantemente reduzido aos 

17 e 21 dias comparado com o de culturas de RM. Adicionalmente, os valores 

permaneceram os mesmos para as culturas de SM entre os dias 17 e 21. O 

conteúdo de cálcio mais elevado foi observado nas culturas de RM aos 21 dias 

(Figura 5). 

 

 

Figura 5. Extração do vermelho de Alizarina (conteúdo de cálcio, densidade óptica) das culturas 

celulares derivadas do ramo mandibular e do seio maxilar crescidas sob condição osteogênica aos 17 

e 21 dias. Barras com letras iguais não apresentam diferenças estatisticamente significantes (p > 

0,05). 
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3.5  Efeito in vitro do GenOx Inorg® na atividade de ALP 

A atividade de ALP apresentou redução estatisticamente significante nas 

culturas primárias de células expostas ao GenOx Inorg® comparadas a culturas não 

expostas (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Efeito aos 7 dias da atividade de ALP (µmol de timolftaleína/h/mg de proteína) na exposição 

de GenOx Inorg® a culturas de células primárias derivadas do ramo mandibular. As letras a e b nas 

barras indicam diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05). 
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4  DISCUSSÃO 

 

O objetivo do presente estudo in vitro foi o de investigar os efeitos sobre a 

diferenciação osteoblástica de enxerto de osso autógeno associado com osso 

bovino inorgânico para aumento do soalho do seio maxilar, após 8 meses. Os 

resultados mostraram claramente uma redução significante do potencial osteogênico 

de culturas de células derivadas dos sítios de implantação que receberam o enxerto 

quando comparadas àquelas derivadas de fragmentos ósseos da área doadora, do 

ramo mandibular. Com efeito, observou-se para culturas derivadas do seio maxilar 

uma inibição da expressão gênica de marcadores osteoblásticos, acompanhada de 

redução importante da atividade de ALP e do conteúdo de cálcio/mineralização. A 

maior viabilidade celular para essas culturas em 10 dias correspondia a 

características macroscópicas de aumento da população celular em formações 

nodulares sem evidências de mineralização em 17 e 21 dias. Adicionalmente, a 

exposição, por período de 7 dias, de células osteoblásticas primárias derivadas de 

fragmentos ósseos do ramo mandibular a partículas de osso bovino inorgânico, na 

mesma proporção usada para os procedimentos cirúrgicos, resultou na inibição da 

atividade de ALP. 

 No presente estudo, o procedimento para aumento do soalho do seio maxilar 

foi realizado utilizando enxerto ósseo constituído por uma mistura, em proporções 

iguais, de osso autógeno e de osso bovino inorgânico, com o objetivo de: 1) reduzir 

a morbidade cirúrgica do paciente (Klijn et al. 2010); 2) promover a neoformação 

óssea e osseocondução previamente à instalação de implantes de titânio (Berglundh 

& Lindhe 1997), e 3) manter as dimensões ósseas em altura e espessura por longos 

períodos (Kim et al. 2009). A opção pela proporção de 1:1 baseou-se em resultados 
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positivos para o processo de reparação óssea e para a estabilidade de implantes 

com o uso de osso autógeno e Bio-Oss® (Kim et al. 2009; Jensen et al. 2012a). No 

entanto, como osso bovino inorgânico particulado, optamos por utilizar GenOx 

Inorg®, obtido por tratamento térmico com temperaturas variando entre 950 °C e 

1000 °C, que proporcionam um aumento da cristalinidade do material com potencial 

impacto positivo em sua estabilidade dimensional in vivo (Tadic & Epple 2004; 

Accorsi-Mendonça et al. 2008). Estudos clínicos e em diferentes modelos animais 

mostram que o uso de GenOx Inorg® estimula a neoformação óssea em 

regeneração óssea guiada e em procedimentos para aumento do soalho do seio 

maxilar (Bernabé et al. 2005; Serra e Silva et al. 2006; Bernabé et al. 2012). 

 Avaliações clínicas, radiográficas e histológicas permitem detectar os efeitos 

positivos do uso combinado de osso autógeno e osso bovino inorgânico sobre a 

reparação óssea e os índices de sucesso de implantes osseointegráveis (Iezzi et al. 

2008; Ferreira et al. 2009; Kim et al. 2009; Galindo-Moreno et al. 2010; Jensen et al. 

2012b; Patel et al. 2012). Adicionalmente, métodos in vitro permitem avaliar 

aspectos morfológicos e moleculares da exposição de células a partículas de osso 

bovino inorgânico (Trubiani et al. 2010; Mladenovic et al. 2011), assim como o 

componente celular dos tecidos neoformados em contato com osso bovino 

inorgânico in vivo (Beloti et al. 2008). No presente estudo, a estratégia de cultivar 

células derivadas de fragmentos ósseos obtidos diretamente do sítio de implantação 

do seio maxilar após 8 meses de enxertia permitiu revelar, em diferentes períodos 

de progressão das culturas, aspectos celulares e moleculares que refletiam o 

desenvolvimento de um fenótipo predominantemente não osteogênico. Isso poderia 

ser devido não apenas à progressão de células osteoblásticas menos diferenciadas, 

como também a uma menor proporção de células osteoblásticas em uma população 
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predominantemente fibroblástica. Além disso, a redução da expressão de genes 

relacionados à síntese de moléculas da matriz extracelular colágena e não colágena 

poderia, também, traduzir uma redução da atividade osteoblástica nas culturas, 

como detectado naquelas expostas ao GenOx Inorg®, com reduzida atividade de 

ALP. Resultados semelhantes foram observados em culturas de células 

osteoblásticas derivadas de osso do processo alveolar, expostas a coquetel de 

fatores de crescimento e proteínas semelhantes a preparações de plasma rico em 

plaquetas, com aumento da proliferação celular acompanhado de redução da 

expressão e atividade de ALP e ausência de mineralização da matriz extracelular 

(De Oliveira et al. 2008; De Oliva et al. 2009). 

 Não se pode descartar a possibilidade de a redução do potencial osteogênico 

das culturas derivadas do seio maxilar estar diretamente relacionada a uma menor 

população de células da linhagem osteoblástica presente nos sítios de enxertia no 

momento de instalação de implantes. Se isso se confirmasse, esse fenômeno 

tecidual poderia afetar negativamente o processo de formação óssea na região 

interfacial no período pós-implantação, assim como a remodelação óssea em 

períodos subsequentes, com potenciais repercussões clínicas, como, por exemplo, 

as de redução da altura óssea com progressiva pneumatização do seio maxilar 

(Hatano et al. 2004) e do contato osso-implante (Jensen et al. 2012a). 
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5  CONCLUSÃO 

 

 O enxerto de osso autógeno associado ao osso bovino inorgânico GenOx 

Inorg® para aumento do soalho do seio maxilar por período de 8 meses previamente 

à instalação de implantes de titânio permite a formação de um tecido cujas células, 

quando isoladas e cultivadas in vitro, exibem reduzida diferenciação osteoblástica 

mesmo crescidas em condições osteogênicas. Esses resultados, associados à 

inibição da atividade de ALP com a exposição direta de células osteogênicas ao 

GenOx Inorg®, sugerem a necessidade de se modificarem os aspectos topográficos, 

de química e/ou energia de superfície desse material que favoreçam a diferenciação 

osteoblástica. 
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