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RESUMO 

 

MONTARELE, L. F. Análise morfológica dos efeitos do tratamento tópico da melatonina 

associada à esponja de colágeno e à proteína rhbmp-2 sobre o remodelamento ósseo. 2022. 

143f. Dissertação (Mestrado em Reabilitação Oral) – Faculdade de Odontologia de Ribeirão 

Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

O reparo extensivo de defeitos ósseos é um importante problema de saúde ainda não 

completamente resolvido. Diferentes tratamentos alternativos foram propostos, mas, diante de 

um defeito ósseo crítico, ainda é muito difícil chegar a uma regeneração completa, com o osso 

neoformado apresentando todas as características morfológicas e fisiológicas de um osso 

normal, de pré-injúria. O uso tópico da melatonina mostrou-se como um adjuvante promissor 

para a regeneração óssea, devido a seus efeitos positivos sobre o metabolismo ósseo. Assim, 

para buscar novas técnicas biológicas, seguras, que promovam a reparação óssea e favoreçam 

a cicatrização dos defeitos, colocamos a hipótese de que existe um efeito sinérgico do 

tratamento com melatonina associado a 5 µg rhBMP-2 para orientar a regeneração óssea. Este 

estudo teve como objetivo investigar os efeitos de reparo ósseo da administração tópica de 

melatonina em diferentes concentrações (1, 10 e 100 µg), associada ou não ao rhBMP-2. A 

cicatrização de defeitos ósseos induzidos cirurgicamente foi quantitativa e qualitativamente 

avaliada através de análise histopatológica por microscopia de luz. Além disso, foi realizado a 

imunoistoquímica no tecido, para identificar fatores angiogênicos, osteogênicos e 

osteoclastogênicos. Os dados quantitativos foram comparados entre os grupos pelo teste 

ANOVA/Tukey e as diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. A análise 

estatística revelou maior quantidade de tecido ósseo neoformado nos grupos tratados com 

diferentes concentrações de melatonina em associação com rhBMP-2 (grupo 6,7,8) , indicando 

um efeito positivo da associação para a reparação óssea. Além disso, os resultados mostraram 

que a presença do scaffold no defeito ósseo dificultou o processo de reparo ósseo porque no 

grupo tratado com "coágulo de sangue + scaffold" os resultados da formação óssea e a 

imunomarcação foram reduzidos em comparação com todos os outros grupos (tratados apenas 

com melatonina ou em associação com rhBMP-2). Contudo, foi concluído que este tratamento 

pode ser promissor uma vez que se torna uma nova técnica alternativa segura para o tratamento 

clínico de fraturas, defeitos ósseos e enxertos ósseos, entretanto a metodologia para aplicação 

destas substâncias deve ser revista, visando a sua aplicação direta na lesão, sem o uso de 

qualquer substrato que influencie na formação do coágulo. 

 

Palavras-chave: melatonina; rhBMP-2; remodelação óssea; reparo ósseo 
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ABSTRACT 

 

MONTARELE, L. F. Morphological analysis of the effects of topical melatonin treatment 

associated with collagen sponge and rhbmp-2 protein on bone remodeling. 2022. 143f. 

Dissertação (Mestrado em Reabilitação Oral) – Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

The extensive repair of bone defects is an important health problem that has not yet been 

completely solved. Different alternative treatments have been proposed, but in the face of a 

critical bone defect, it is still very difficult to achieve complete regeneration, with the newly 

formed bone presenting all the morphological and physiological characteristics of a normal, 

pre-injury bone. The topical use of melatonin has shown to be a promising adjuvant for bone 

regeneration, due to its positive effects on bone metabolism. Thus, to search for new, safe, 

biological techniques that promote bone repair and favor defect healing, we hypothesized that 

there is a synergistic effect of melatonin treatment associated with rhBMP-2 to guide bone 

regeneration. This study aimed to investigate the bone repair effects of topical administration 

of melatonin in different concentrations (1, 10 and 100 µg), associated or not with rhBMP-2. 

The healing of surgically induced bone defects was quantitatively and qualitatively evaluated 

by histopathological analysis by light microscopy. In addition, quantitative stereology was 

performed on immunohistochemically prepared tissue to identify angiogenic, osteogenic, and 

osteoclastogenic factors. Quantitative data were compared between groups by ANOVA/Tukey 

test and differences were considered significant when p < 0.05. Statistical analysis revealed a 

significant difference between the control group (bone defect + blood clot) and the groups 

treated with different concentrations of melatonin in association with rhBMP-2, indicating a 

positive effect of the association for bone repair. Furthermore, the results showed that the 

presence of the scaffold in the bone defect hindered the bone repair process because in the group 

treated with "blood clot + scaffold" the results of bone formation and immunolabeling were 

reduced compared to all other groups (treated with melatonin alone or in association with 

rhBMP-2). However, it was concluded that this treatment can be promising as it becomes a new 

safe alternative technique for clinical treatment of fractures, bone defects and bone grafts, 

however the methodology for application of these substances should be reviewed, aiming at its 

direct application on the lesion, without the use of any substrate that influences clot formation. 

 

Keywords: melatonin; rhBMP-2; bone remodeling; bone repair 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O defeito ósseo crítico configura-se quando o tecido ósseo não consegue se regenerar 

por completo sozinho, devido à extensão da lesão(1). Dessa forma, diversas pesquisas são 

desenvolvidas para o estabelecimento de abordagens terapeuticas seguras, como uso de 

materiais sintéticos ou naturais, que auxiliem o processo de neoformação óssea. Dentre as 

abordagens terapêuticas já estabelecidas clinicamente na literatura para o tratamento desses 

defeitos críticos/cirúrgicos, encontra-se os autoenxertos, aloenxertos e materiais artificiais 

utilizados isolados ou em associação ao enxerto ósseo. No entanto, essas técnicas possuem suas 

desvantagens: os autoenxertos geralmente oferecem suprimento de tecido insuficiente, 

resultando em morbidade significativa do sítio doador, além de dor crônica, alterações 

sensoriais, risco de infecção e hematomas(2,3,4). Os aloenxertos podem resultar em rejeição 

imunológica, inflamação, suprimento limitado, reabsorção excessiva e potencial transmissão de 

doenças. Todas essas desvantagens, despertou o interesse de descobrir novas técnicas  e 

materiais que aumentassem as alternativas para tratamentos de defeitos óssos. Felizmente, a 

engenharia tecidual tem sido bastante explorada, com a finalidade de superar essas restrições 

(5). 

A melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) é uma molécula amplamente presente na 

natureza, ocorrendo em organismos unicelulares, plantas, fungos e animais (6). Na maioria dos 

vertebrados, incluindo a espécie humana sua secreção se dá pela glândula pineal durante a fase 

noturna do dia (7). A melatonina vem sendo atrelada a diversas funções específicas, dentre elas 

o envelhecimento, à obesidade, à sensibilidade à insulina, à maturação sexual, ações 

antidepressivas, ao controle das secreções de hormônio (do crescimento, hormônios adrenais e 

tireoidianos) e como agente antioxidante, onco-estático e osteogênico (8,6). 

A melatonina é capaz de desempenhar a função de um sincronizador circadiano da 

função de todos os tecidos periféricos, incluindo o tecido ósseo (9,10), mantendo o metabolismo 

em sincronia com o ciclo claro-escuro. Isto suporta a ideia de que um crescimento ósseo máximo 

possa ocorrer durante a fase noturna do dia, quando a melatonina exibe seu mais elevado nível 

plasmático. De fato, células do tecido ósseo exibem um ritmo diurno que pode ser controlado pela 

melatonina(11,12), sugerindo que a melatonina seja um fator biológico endógeno importante para 

remodelagem óssea. Estudos têm sugerido um efeito benéfico da melatonina sobre o 

metabolismo ósseo, incluindo efeitos anabólicos e efeitos anti-absortivos, os quais resultam 

em osteogênese. Enquanto os efeitos anti-absortivos são decorrentes de uma ação da 
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melatonina sobre os osteoclastos(13), os efeitos anabólicos sobre o remodelamento ósseo 

promovidos pela melatonina são decorrentes da atuação desta sobre os osteoblastos. Estudos in 

vitro demonstraram que a melatonina promove a proliferação (14) e a diferenciação(15,16,17) de 

células osteoblásticas. A ação da melatonina sobre células osteoblásticas é determinante para 

que as células tronco mesenquimais sejam direcionadas para a diferenciação em linhagens 

osteogênicas (18). Estudos in vivo têm demonstrado que a aplicação tópica de melatonina é capaz 

de ativar a osteogênese ao redor de implantes de titânio, favorecendo assim a 

osseointegração(19). Ademais, a formação de células osteoblásticas induzida pela melatonina 

ocorre através do aumento da expressão das proteínas ósseas morfogenéticas (BMP-2 e BMP- 

4), envolvidas na diferenciação osteoblástica (17). 

Diversos carreadores, scaffolds, e fatores de crescimento tais como as proteínas ósseas 

morfogenéticas (BMPs) têm sido utilizadas para a reparação de defeitos ósseos (20,16). A proteína 

óssea morfogenética do tipo 2, BMP-2, é encontrada em pequenas quantidades nas células 

mesenquimais, nas fibras colágenas e células da matriz óssea. A BMP-2 é produzida pela 

tecnologia recombinante e seu papel osteoindutor é desempenhado por sua ação sobre as células 

mesenquimais, transformando-as em células osteoprogenitoras capazes de formar osso 

(21,22,23,24,25,26). Porém o seu uso tópico isolado é contraindicado, devido a sua rápida dissolução 

e degradação, sendo assim seu uso é recomendado associado à biomateriais carreadores tais 

como hidroxiapatita, vidro bioativo, beta fosfato de tricálcio, osso bovino mineralizado e/ou 

desmineralizado, polímeros biodegradáveis e outros (27). Nesse estudo foi empregada uma dose 

de 5 µg de rhBMP-2, de acordo com estudos anteriores que mostraram a contribuição 

significativa dessa dose no reparo de ósseo crítico em calvárias de ratos (28). 

Com o intuito de possibilitar a reparação de grandes defeitos ósseos, a regeneração 

óssea guiada (ROG) tem se apresentado com resultados promissores. Assim, as membranas e 

esponjas protegem os sítios de reparo de células endoteliais que não suportam a formação de 

osso, evita a migração de células de epiteliais e atuam de maneira a impedir a reabsorção óssea 

inicial (29,30). Atualmente é discutido que a função das biomembranas está além de uma barreira 

passiva, mas também como um compartimento bioativo(31,32). Além desses mecanismos 

moleculares, a regeneração óssea guiada pode apoiar a estabilidade mecânica do local, 

favorecendo o processo de remodelação óssea (33). 

Em função da melatonina administrada topicamente ter apresentado resultados 

satisfatórios tanto para implantação dentária quanto para a recuperação de ossos lesionados 

(34,35,36,19), investigaremos os efeitos da combinação do tratamento da melatonina associada a 
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uma esponja de colágeno e à rhBMP-2 sobre a recuperação de uma lesão óssea. 

Com isso essa pesquisa emergiu como inovadora, tratando a questão apresentada, da 

visão morfológica, evidenciando os reais efeitos de cada tipo de tratamento e sua possível 

eficácia. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Tecido ósseo 

O osso é um tecido conjuntivo, especializado, vascularizado, dinâmico que é 

modificável ao longo da vida, em decorrência de processos patológicos ou fisiológicos, por 

meio da deposição ou reabsorção da matriz óssea. Pode ser classificado como tecido ósseo 

primário (imaturo) ou secundário (maduro ou lamelar). O tecido ósseo imaturo apresenta 

disposição irregular das fibras colágenas e menor quantidade de cristais de hidroxiapatita, já o 

tecido ósseo lamelar apresenta fibras colágenas dispostas em lamelas paralelas ou concêntricas 

em torno dos canais de Havers, formando osso compacto ou esponjoso (37).  

O tecido ósseo é constituído por dois componentes básicos: as células e matriz óssea. 

Sua alta solidez é em decorrência da alta deposição de sais de cálcio na matriz celular (38).  

Apresenta funções relacionadas ao alojamento e proteção da medula óssea, suporte, 

depósito de cálcio, fosfatos e outros íons. Esse tecido, está sob controle de fatores sistêmicos 

(hormônios) e fatores locais (fatores de crescimento e citocinas).  

A deposição e remodelação óssea ocorre constantemente e deve ser equilibrada, a fim 

de garantir a homeostase do sistema esquelético, ou seja, os osteoblastos e osteoclastos 

precisam estar com a atividade balanceada. Esse equilíbrio é influenciado pela carga mecânica 

exercida do tecido ósseo e pelas interações com outros sistemas biológicos (1). 

 

2.1.1 Osteoblastos 

 São celulas ósseas jovens, mononucleadas, de origem mesenquimal, com núcleo 

esférico e citoplasma basófilo com intesa atividade metabólica, resposáveis pela formação e 

mineralização da matriz orgânica do osso (39,40). A proliferação, atividade e sobrevivência dos 

osteoblastos são controladas por fatores sistêmicos e locais.  

Quando ativas, de forma geral, são responsáveis pela síntese, secreção e 

mineralização do tecido ósseo (41). 

 Essas células são capazes de sintetizar a matriz orgânica, constituída de várias 

proteínas colágenas e não colágenas (colágeno tipo I, osteocalcina, osteopontina, 

proteoglicanas, fosfoproteínas e citocinas). A interação desses componentes fornece um 

arcabouço que permite a deposição de sais minerais, além do fato de algumas destas 

moléculas atuarem diretamente na mineralização, por meio da secreção de vários reguladores 

(42,43).  
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Os oteoblastos participam do processo de regeneração óssea, pois atuam como 

receptores e transmissores de sinais para a remodelação óssea atuam secretando fatores de 

regulação como Interleucina-6 (IL-6) e fatores de crescimento como TGF-β que são fatores 

locais que agem na proliferação, diferenciação e atividade osteoblástica. Além disso, os 

osteoblastos têm a capacidade de modificar a matriz adjacente, removendo ou alterando as 

proteoglicanas ou glicoproteínas (44).  

 

2.1.2 Osteócitos 

Antigamente, acreditava-se que essas células eram inativas, porém agora sabe-se que 

são indispensáveis para regulação óssea e altamente ativas. É o tipo de célula mais abundante 

no tecido ósseo, apresentam vida longa, e são os osteoblastos que ficaram aprisionados no 

interior das lacunas, presentes na matriz extracelular, são células elípticas com prolongamentos 

citoplasmáticos para o estabelecimento de junções (tipo gap) entre as células (osteócitos, 

osteoblastos e celulas de revestimento ósseo), responsáveis pela passagem de moléculas e íons 

de um ostéocito para outro, constituindo uma complexa rede que interconecta a superfície óssea 

às porções mais internas, garantindo sua principal função, que é a vitalidade, manutenção, 

regulação da homeostase óssea, além disso, e estão envolvidos no processo de envelhecimento 

ósseo (45, 46).   

 Além disso, os osteócitos são multifuncionais, capazes de integrar sinais hormonais e 

mecânicos envolvidos na resposta esquelética, a fim de coordernar a função dos osteoblastos e 

osteoclastos. Estão presentes em vários processos fisiológicos, dentro e fora do ambiente ósseo. 

Vale ressaltar que, a presença dessas células nas pesquisas é extremamente importante, pois são 

capazes de mediar os efeitos benéficos de diferentes abordagens terapêuticas utilizadas na 

prática clínica, devido ao fato de que transmitem sinais biológicos (47, 48, 49).  

Diante de tudo isso, conclui-se que os osteócitos são células essenciais para a 

remodelação óssea. 

 

2.1.3 Osteoclastos 

São células gigantes, multinucleadas,  que incorporam vários monócitos. Sua função 

está relacionada ao processo de reabsorção e remodelação óssea, promovendo escavações na 

superfície óssea denominadas lacunas de Howship. O osteoclasto age desmineralizando a 

matriz óssea, por meio da liberação de enzimas proteolíticas, que geram um ambiente ácido, 

junto com os prótons gerados pela enzima anidrase carbônica (50, 51, 52).  

O fator de crescimento tumoral (TGF-b) e o estrógeno promovem a apoptose dessas 
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células, enquanto o paratormônio (PTH) e a Interleucina-1 (IL-1) prolongam a atividade 

osteoclástica, por meio da sua ação supressora de apoptose. Acredita-se, que a apoptose de 

osteoblastos estimula a chegada de osteoclastos para superfícies que deverão ser reabsorvidas 

(50). Diante de tudo isso, é evidente a importância do papel do osteoclasto no microambiente 

ósseo.  

 

2.2 Remodelação óssea 

O tecido ósseo está em constante remodelação óssea, esse processo é fundamental para 

garantir a manutenção da massa óssea adulta. A remodelação óssea, pode ocorrer por meio de 

situações fisiológicas (transformação de osso primário para secundário, manutenção do 

crescimento e etc) ou patológicas (fraturas, entre outras). Se a atividade osteoclástica estiver 

maior, ocorrerá a rebsorções patológicas, como por exemplo, nas periodontites, menopausa, 

osteoporose e tumores ósseos (37, 53, 54). 

De forma geral, a remodelação óssea consiste na remoção do osso velho ou danificado, 

pelas células osteoblásticas, por osso neoformado, secretado pelos osteoblastos, é fundamental 

que esse processo esteja em equilíbrio, para que não haja alterações no microambiente ósseo, 

garantindo a homeostase mineral sistêmica (55).  

Uma cascata de eventos associados a fatores sistêmicos e locais, como hormônios, 

citocinas e fatores de crescimento, promove a proliferação de células osteoprogenitoras e 

diferenciação dos osteoblastos, para que ocorra a formação óssea. 

Para o processo de reabsorção óssea, inicialmente ocorre a ativação dos osteoclastos, 

previamente à reabsorção da matriz mineralizada pelos osteoclastos, os osteoblastos produzem 

colagenase, removendo a camada de osteóide, expondo a matriz mineralizada, dessa forma, em 

contato direto com a matriz óssea mineralizada os osteoclastos se tornam ativos. Outra 

possibilidade de modular a formação e atividade osteoclástica seria a partir de sinais gerados, 

com a liberação de citocinas (56). 

No processo de remodelação óssea, alem dos osteoblastos participarem secretando a 

matriz óssea, também atuam controlando a atividade dos osteoclastos, pois a maioria dos fatores 

que controla a reabsorção óssea ( PTH, dihidroxivitamina D3, esteróides sexuais, 

prostaglandinas (PGs), TGF-β, citocinas, como Interleucina-1, Interleucina-6 e Interleucina (11), 

age diretamentes nas células osteoblásticas, dessa forma, esses fatores estimulam os 

osteoblastos a liberarem móleculas que estimulam a migração e adesão na superfície óssea que 

será reabsorvida (51, 54). A seguir, encontra-se uma tabela1 com as citocinas e hormônios 

envolvidos na remodelação óssea (51, 54, 57). 
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Tabela 1. Hormônios e citocinas e suas respectivas funcções no remodelamento ósseo.  

Citocina/Hormônio Funções 

PTH e vitamina D3 
Atuação indireta nos osteoclastos, por receptores nos pré-osteoblastos, 

osteoblastos e células de revestimento ósseo. 

Interleucina-1α (IL-1) e fator de 

necrose tumoral (TNF-α) 

São citocinas que estimulam a reabsorção óssea (uma via autócrina). 

Estimulam os osteoclastos maduros e a proliferação de seus precursores. 

Interleucina-6 (IL-6) 

Citocina produzida pelos osteoclastos, células do estroma e células da 

linhagem monócito-macrófago. Aumenta a reabsorção óssea através do 

estímulo e de receptores presentes na membrana celular dos osteoclastos, 

além de estimular a reabsorção óssea por via parácrina. Aumenta a 

reabsorção óssea estimulada pela IL-1 e TNF, mas não estimula a 

reabsorção óssea mediada pelo PTH e 1,25 Dihidroxivitamina D. 

Anticorpos para IL-6 bloqueiam a reabsorção óssea produzida pela IL-1 e 

TNF indireta. 

Antagonista do receptor IL-1 

é uma citocina relacionada à família do gene da IL-1 Liga-se ao receptor da 

IL-1 e compete com a IL-1α e b pela ligação e ativação deste receptor. É 

um inibidor muito efetivo da reabsorção óssea osteoclástica, estimulada não 

apenas pela IL-1, mas pelo TNF. 

RANKL 

Citocina essencial para a indução da osteoclastogênese. Expresso pelas 

células T ativadas e pelos osteoblastos que se unem com RANK, ativando-

os 

RANK 

é uma proteína transmembrana, expressa nos progenitores dos osteoclastos, 

osteoclastos, células T, células B, células dendríticas e células epiteliais da 

glândula mamária. É um membro da superfamília dos receptores do fator 

de necrose tumoral (TNFR) 

Osteoprotegerina (OPG) 

é um membro dos receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) que 

regula negativamente a formação e ativação dos osteoclastos 

interrompendo a ligação RANK-RANKL por ligar-se ao RANKL. 

Secretada pelos osteoblastos, ao competir com esta ligação é tida como a 

chave do mecanismo regulatório da diferenciação e atividade osteoclástica. 

Sua produção é aumentada em resposta a IL-1, IL-6, IL-11, TNF, fator de 

crescimento transformante (TGFβ) e estrógeno e é inibida pelo PTH42; 

Fator de crescimento 

transformante- b (TGF-b) 

Produzido pelos osteoblastos e células da medula óssea, o qual estimula a 

formação óssea e inibe a diferenciação, formação e atividade dos 

osteoclastos maduros. Armazenado no osso, é produzido quando há 

estímulo para reabsorção óssea, podendo ser um mecanismo importante na 

desativação osteoclástica. 

Interferon-γ (INF-γ) 

Citocina multifuncional, produzida pelas células T, com capacidade de 

proliferação e diferenciação dos progenitores dos osteoclastos. Pode 

suprimir a osteoclastogênese por interferir com a via de sinalização 

RANKL. Pode ser um fator crítico na manutenção da integridade óssea. 

Interferon-β (INF-β) 

Citocina que está envolvida na regulação dos osteoclastos e possui um 

efeito benéfico na destruição óssea, provavelmente regulando 

negativamente a osteoclastogênese, através de uma sinalização cruzada 

com a via RANKL. 

1,25 Dihidroxivitamina D 

Hormônio da mineralização óssea, sob o comando do PTH, fosfatase e 

cálcio. Apresenta um importante mecanismo para a formação osteoclástica 

no espaço medular. Age como um fator de diferenciação tanto nas células 

progenitoras quanto na célula já madura, provavelmente por ação indireta. 

Estrógeno 
É um hormônio que suprime a produção de citocinas de reabsorção óssea, 

como a IL-1 e IL-68 e inibe a atividade de reabsorção via osteoblastos. 

Calcitocina 

Hormônio secretado pela tireóide, além de diminuir os níveis plasmáticos 

de cálcio, inibe a proliferação e diferenciação dos precursores dos 

osteoclastos. 

Vale ressaltar a importância do conhecimento de todo o processo de remodelação 
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óssea, bem como as células e fatores envolvidos, para o desenvolvimento de abordagens 

terapêuticas seguras que visem a regeneração óssea, para o tratamento de defeitos ósseos, 

causados por patologias ou traumas. 

 

2.3 Defeito crítico 

Defeito crítico é definido na literatura, como defeitos que não se regeneram por 

completo espotaneamente ou defeitos com tamanho comprimento maior que 1–2 cm e perda 

maior que 50% da circunferência do osso, o qual constitui um problema significativo para 

formação de um novo tecido ósseo no local lesionado. Esse tipo de defeito é considerado a base 

para as pesquisas de reparo ósseo, pois o grau de cicatrização do defeito ósseo é determinado 

principalmente pelo tamanho do defeito (58,59).   

Para estudos de regeneração óssea, modelos animais padronizados são fundamentais, 

para garantir reprodutibilidade e precisão, o modelo de defeito crítico é essencial para as 

conclusões experimentais, pois permite a avaliação da resposta, in vivo, de possíveis protocolos 

de tratamentos, como uso de enxertos e biomateriais, para alcançar o objetivo resoluçao do 

defeito (60,25). 

 

2.4 Abordagens terapêuticas para defeitos críticos 

Para que um material seja definido como ideal nas enxertias ósseas, além da 

biocompatibilidade é necessário seguir o princípio de ótimas propriedades físico-químicas, 

sendo elas: osteogênese, osteocondução e osteoindução (57,61,62). Osteogênese é quando o 

material é capaz de estimular a formação óssea diretamente, a partir de osteoblastos (63). 

Osteoindução é capacidade de induzir a diferenciação de células mesenquimais indiferenciadas 

em osteoblastos ou condroblastos, para estimulação da formação ósseo no sítio (64). 

Osteocondução é uma característica que permite a aposição de um novo tecido ósseo na sua 

superfície, requerendo a presença de tecido ósseo pré-existente como fonte de células 

osteoprogenitora (65,66). 

Além disso tudo, o substituto ósseo deve ser rentável, apresentar quantidade disponível 

necessária, ter resistência semelhante ao osso que será substituído, manejável e sem risco de 

transmissão de doenças. 

Vale a pena ressaltar que, é extramamente difícil definir um novo material ou uma 

nova técnica como clinicamente aplicável no corpo humano, pois além de apresentar todas essas 

propriedades citadas otimizadas, esses bioprocessos são extramamentes complexos e cada vez 

mais, descobre-se sobre a biologia óssea e seus mecanismos de atuação, além da sua relação 
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direta e indireta com diversos eventos moleculares (67).  

O material ideal para enxertia, ainda não existe, entretanto, atualmente o autoenxerto 

é o que mais se aproxima das características ideais, citadas acima.  

 

2.4.1 Autoenxertos 

Atualmente, são definidos com padrão ouro, pela compatibilidade biológica e 

propriedades osteogênicas. São colhidos do próprio paciente e aprensentam as propriedades de 

osteogênese, osteocondução e osteoindução. Entretanto, apresenta algumas desvantagens, 

como necessidade de sítio doador, potencial de reabsorção e grande morbidade cirúrgica. A 

seguir, temos alguns exemplos mais comuns de áreas doadoras: osso ilíaco e calvária 

(extrabucal), mento, ramo mandibular (intrabucal) (68,69,70,71,72).  

 

2.4.1.1.1 Aloenxertos 

Podem ser obtidos de cadáveres ou doadores vivos, são processados em condições 

estéreis e armazenadas em bancos de ossos humanos. A vantagem desse tipo de enxertia é que 

não há necessidade de um sítio doador, redução da morbidade. As desvantagens é o risco de 

transmissão de doenças, disponibilidade limitada e diminuição do potencial osteogênico, 

devido ao processo de esterelização (73,74).  

 

2.4.1.1.2 Biomateriais 

A utilização de biomateriais na Odontologia, está cada vez maior, são materiais 

naturais ou sintéticos utilizados em contato com sistemas biológicos cuja finalidade é reparar 

ou substituir tecidos ou funções do organismo.  Para uma resposta biológica adequada, os 

biomateriais devem apresentar propriedades físicas e biológicas compatíveis com os tecidos 

biológicos do hospedeiro. Para isso, busca-se três características básicas: (1) biocompatibilidade, 

não induzindo respostas biológicas adversas, como reações alérgicas e inflamatórias não 

toleráveis pelo organismo;(2) alta osteocondutividade, estimulando o crescimento de células 

ósseas; e (3) bioatividade, que é a capacidade do material em se unir com tecido biológico 

(72,75,76).  

A estrutura molecular desse tipo de enxerto é constituida de matriz óssea 

desproteinizada, com intuito de eliminar respostas imunes e inflamatórias no local. 

 

 

2.5 Melatonina 
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A melatonina, foi descoberta em 1958 por Aaron Lerner, é uma molécula que está 

presente em vários organismos vivos, nos vertebrados ela é uma molécula produzida e secretada 

pelos pinealócitos, presentes na glândula pineal, a partir do aminoácido triptofano (76,77). Seus 

maiores níveis plasmáticos são encontrados, durante o período noturno, com concentrações 

séricas variando entre 80 e 120 pg / ml, visto que a secreção é aumentada pela escuridão e 

suprimida pela luz, durante o dia as concentrações séricas variam entre 10-20 pg / ml (78,79).   

A melatonina, pode atuar por diferentes vias moleculares, cuja mais caracterizada é 

pela ativação de receptores específicos da membrana, sendo eles sítios ML1 de alta afinidade e 

sítios ML2 de baixa afinidade (80,81)  

Sua função biológica primária é a  manutenção do ciclo circadiano, porém essa 

molécula também participa de outros processos fisiológicos, com funções relacionadas a 

imunidade, pressão sanguínea, regulação cardiovascular autonômica, hemostasia, sistema 

imunológico, envelhecimento, obesidade (regulação da glicose), maturação sexual, ações 

antidepressivas, desintoxicação de radicais livres controle de secreção de hormônios, agente 

antioxidante, oncoestático e osteogênico (82,83,84). Além disso tudo, a melatonina apresenta um 

papel essencial na regulação do metabolismo ósseo, mantendo o metabolismo e a homeostase 

do microambiente ósseo em sintonia, por  apresentar efeitos benéficos, decorrentes de ações 

anabólicas e antireabsortivas (85,86,87,88).  

Em humanos, a melatonina estimula a proliferação de células ósseas e a síntese de 

colágeno Tipo I nessas células e inibe a reabsorção óssea por meio da regulação negativa da 

formação e ativação de osteoclastos mediada por RANKL (89,15,13).  

Os mecanismos de ação para esses efeitos, podem ser por três vias (87): 

1. Aumento dos marcadores da diferenciação osteogênica (Runx2, Osteopontina e 

osteocalcina) e aumento da atividade dos osteoblastos  

2. Inibição da expressão dos marcadores de diferenciação dos osteoclastos 

3. Eliminação de radicais livres. 

 

A perda óssea e a osteoporose, decorrentes do envelhecimento está relacionado a 

redução da melatonina. Wang X e colaboradores (20,19), concluiu que a melatonina estimula a 

formação óssea e alivia a perda óssea em ratas ovarectomizadas, decorrente da inibição da 

diferenciação dos osteoclastos e promoção da diferenciação osteogênica(78).  

Os efeitos osteogênicos e os inibitórios da osteoclastogênese, associado com as 

propriedades antioxidantes, segurança, custo e qualidade de vida torna a melatonina uma 
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mólecula essencial para manutenção da saúde óssea e um potente agente de estudo clínica para 

recuperação óssea. 

 

2.6 BMP2 

As proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) são fatores de crescimento 

multifuncionais que pertencem à superfamília do fator de crescimento transformador beta 

(TGFbeta), mais especificamente a proteína morfogenética óssea 2 (BMP2), foi identificada 

como um indutor da formação óssea em 1988, e desde então está sendo estudada com intuito 

de favorecer os reparos ósseos causados por patologias ou traumas (90). De acordo com, Chen 

D, et al (2004) estudos pré-clínicos e clínicos demonstraram que a BMP-2 pode ser utilizado 

em várias intervenções terapêuticas, como defeitos ósseos, fraturas por não união, fusão 

espinhal, osteoporose e cirurgia de canal radicular (91,92).  

Okamoto M et al. (2006), concluiu que os sinais de BMP regulam o desenvolvimento 

ósseo por meio da estimulação de osteoblastos e osteoclastos. O rhBMP-2 acelera a 

diferenciação dos osteoblastos para secretar nova matriz óssea, incluindo colágeno prematuro 

e precursores minerais (93,94).  

De acordo com, Johnson TB (2018), o uso do rhBMP2 melhora qualidade óssea 

próxima a implantes, além de acelerar o tempo de consollidação óssea e mantém esses efeitos 

por um longo tempo (95).  

Tendo tudo isso em vista, o uso do rhBMP2 tem despertado interesse para aplicações 

clínicas devido a sua capacidade diferenciada de ser um agente osteoindutor e por estar 

disponível comercialmente (96,97). Entretanto, in vivo, a rhBMP-2 se difunde rapidamente a 

partir do local de implantação quando depositada em solução, o que abrevia seu efeito 

osteoindutor. Para que ocorra um resultado satisfatório é indispensável um sistema carreador 

como, por exemplo, os enxertos ósseos que apresentam potencial osteogênico (98,99).  

 

2.7 Regeneração óssea guiada 

A regeneração óssea guiada, além da proteção do sítio de reparo, permite a exclusão, 

de forma mecânica, de células não osteogênicas ao redor da ferida óssea, para que não adentrem 

a área de reparo, favorecendo a migração de células osteogênicas proveniente do osso original. 

O uso de membranas e esponjas no local do defeito, garante a estabilidade, além de funcionar 

como um compartimento bioativo (100,101,102,103,104,105,106).  

A técnica de regeneração ósse aguiada, auxilia na promoção da qualidade óssea, por 

facilitar um microambiente com mais metabólitos com espaço aberto para a formação óssea 
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inicial e contínua, permitindo um período de mineralização mais longo (96). 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

3.1 Objetivos 

3.1.1 Objetivos Gerais 

Constituem os objetivos gerais do estudo, avaliar os efeitos da administração da 

melatonina tópica em diferentes concentrações no reparo ósseo em defeitos ósseos cirúrgicos 

através da técnica de ROG, associada ou não à rhBMP-2. 

 

3.1.2 Objetivos Específicos 

Avaliar os efeitos da administração da melatonina tópica em diferentes concentrações 

no reparo ósseo em defeitos ósseos cirúrgicos através da técnica de ROG, associada ou não à 

rhBMP-2 por meio das seguintes técnicas: 

a) Avaliação qualitativa por análise histopatológica por meio de microscópio de luz. 

b) Avaliação quantitativa por meio da técnica de histomorfometria 

c) Avaliação de fatores angiogênicos, osteogênicos e osteoclastogênicos por meio da técnica 

de imunoistoquímica. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

Foram utilizados 72 ratos albinos Wistar, adultos, machos (250 g), provenientes do 

Biotério Central PUSP RP – Universidade de São Paulo. Estes animais foram mantidos em 

gaiolas plásticas com no máximo 3 animais cada uma, separados de acordo com o grupo e 

mantidos em ambiente com temperatura estável (22 ± 2ºC), com ciclo de luz controlada (12 

horas claro e 12 horas escuro), alimentados com ração para pequenos roedores e água ad 

libitum. 

 

4.2 Técnica Cirúrgica para a confecção das lesões ósseas 

Os animais foram pesados para proporcionar corretamente a dose do anestésico. Para 

todos os procedimentos experimentais os animais receberam anestesia geral, com a associação 

de 80 mg/kg de Cloridrato de Ketamina (Cetamin – Rhobifarma Indústria Farmacêutica Ltda – 

Cotia – SP - Brasil) e 6 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Xilazin – Rhobifarma Indústria 

Farmacêutica Ltda – Cotia – SP - Brasil), via intramuscular no bíceps femoris da pata direita. 

Nos casos em que não houve o efeito necessário do anestésico, a anestesia foi suplementada 

com a metade da dose inicial aplicada. 

Os animais anestesiados foram submetidos à tricotomia da pele que recobre a região 

central da calvária e em seguida a desinfecção com iodeto de polivinilpirrolidona (Indústria 

Química e Farmacêutica Rioquímica Ltd, Brasil). Após a técnica de assepsia foi realizada uma 

incisão sagital através da pele da calota craniana e periósteo, conferindo um retalho de espessura 

total. Após a incisão, o tecido conjuntivo subcutâneo foi divulsionado, de modo a expor a 

calvária. Na calvária exposta, os defeitos ósseos foram confeccionados bilateralmente, ambos 

equidistantes da sutura sagital mediana, utilizando-se uma broca cirúrgica tipo trefina de 6 mm 

de diâmetro externo (Kavo, São Paulo, Brasil). Com o auxílio de um motor elétrico para 

implantes, ajustado em 3000 RPM, procedeu-se a perfuração da calvária, sob constante e 

abundante irrigação com soro fisiológico 0,9%. 
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Figura 1. Representação esquemática do procedimento da confecção do defeito no osso da calvária decorrente do 

atrito causado pela rotação de uma broca tipo trefina cilíndrica em baixa rotação, resultando na remoção do bloco 

ósseo e na preservação da dura-máter. 

 
 

4.3 Tratamentos e Grupos Experimentais 

Para investigação do potencial osteogênico isolado e sinérgico da melatonina sobre a 

recuperação da lesão óssea da calvária, os animais foram distribuídos em 9 grupos 

experimentais, com 8 animais cada. Melatonina (1, 10 e 100 µg), recombinante humana da 

proteína morfogenética óssea (5 µg rhBMP-2) e esponja de colágeno como Scaffold (Lumina-

Coat Criteria®) foram aplicadas bilateralmente em cada animal, e os grupos experimentais 

foram formados de acordo com o tratamento efetuado na região da lesão óssea, conforme 

demonstrado na tabela abaixo (tabela 2). 

 

Tabela 2. Distribuição dos tratamentos e grupos experimentais 

Grupos Tratamentos 

Grupo 1 Coágulo de sangue 

Grupo 2 Coágulo de sangue + Scaffold 

Grupo 3 Coágulo de sangue + Scaffold + Melatonina 1 µg 

Grupo 4 Coágulo de sangue + Scaffold + Melatonina 10 µg 

Grupo 5 Coágulo de sangue + Scaffold + Melatonina 100 µg 

Grupo 6 Coágulo de sangue + Scaffold + Melatonina 1 µg + 5 µg rhBMP2 

Grupo 7 Coágulo de sangue + Scaffold + Melatonina 10 µg + 5 µg rhMP2 

Grupo 8 Coágulo de sangue + Scaffold + Melatonina 100 µg + 5 µg rhBMP2 

Grupo 9 Coágulo de sangue + Scaffold + 5 µg rhBMP2 

 

Na figura 2, em A,  é retratado o momento da asspesia da região em que foi realizado 

a cirurgia. Em B, é retratado o momento da incisão sagital, para um reparo total na calota, onde 

em seguida, é realizado a divulsão dos tecidos (C) até exposição da calvária. Na imagem D, é 

retratado os defeitos ósseos bilaterais, equidistantes da sutura sagital mediana, para colocação 
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dos tratamentos estudados, realizados por meio de uma trefina.   

A figura 3, apresenta os materiais utilizados para os tratamentos experimentais dos 

grupos estudados, são eles: melatonina, rhBMP2 e esponja de colágeno.  

 

Figura 2. Demonstração da técnica utilizada para confeccão dos defeitos ósseos. A -  Asspesia da região operada. 

B – incisão sagital para confecção de retalho total. C – divulsão dos tecidos, para exposição da calvária. D – 

confecção dos defeitos ósseos bilaterais.  

 
Fonte: autoria própria 

 

 

Figura 3. Materiais utilizados para os tratamentos experimentais (melatonina, rhBMP2, esponja de colágeno)  

 
Fonte: autoria própria 

 

4.4 Cuidados pós-operatórios 

Após o tratamento, as bordas do tecido cutâneo incisado foram reposicionadas na linha 
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mediana e unidas, por meio de sutura com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, São 

José dos Campos, SP, Brasil), de modo a refazer a integridade do tecido cutâneo. Em seguida, 

cada animal recebeu o tratamento com analgésico dipirona 100mg/kg peso animal, injeção 

subcutânea e do antibiótico Pentabiotico Veterinário Pequeno Porte (Fort Dodge®, 

Campinas, SP, Brasil), injeção intramuscular, no volume de 0,1 mL/100 g de peso. 

 

4.5 Eutanásia dos animais e obtenção das amostras 

Após o período pré-determinado de duas semanas de criação do defeito ósseo, os 

animais foram anestesiados com a associação Xylazina + Ketamina (75-100mg/Kg e 5-

10mg/Kg, respectivamente), injetada por via intramuscular. Após a confirmação das perdas do 

reflexo postural e da sensibilidade à dor, os animais foram decaptados e a cabeça dissecada para 

a obtenção da calvária. Como em cada animal as duas lesões da calvária receberam o mesmo 

tratamento, as amostras do lado esquerdo da calvária foram destinadas para as análises 

histológica e imunoistoquímica para os fatores considerados, enquanto as amostras obtidas do 

lado direito foram destinadas para as análises molecular, que será realizada posteriormente 

(figura 4).  

 

Figura 4. Representação do tipo de análise realizada, nos defeitos ósseos bilaterais.  

 
Fonte: autoria própria 

 

4.6 Processamento Histológico 

Após a decapitação do animal com anestesia prévia, a calvária foi removida, 

utilizando-se para isso tesouras e pinças adequadas estéreis. Os tecidos moles presentes foram 

cuidadosamente separados do tecido ósseo do crânio, para a obtenção do fragmento ósseo 
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contendo o defeito com margem de segurança. Esses fragmentos foram imersos na solução 

fixadora de paraformoldeido a 4% tamponado, por 24 horas. Em seguida, os espécimes foram 

descalcificados em EDTA a 10%, trocando-se as soluções uma vez por semana. Após o período 

de descalcificação, que variou de 30 a 40 dias, as amostras foram preparadas e colocadas para 

processamento histológico no processador de tecidos automatizado Leica Tp 1020, para 

desidratação em alcool, de forma crescente. Em seguida, os fragmentos ósseos foram incluídos 

em parafina, na central de inclusão Leica. A Figura 5 apresenta os equipamentos utilizados 

durante o processamento histológico. 

 De cada amostra de tecido ósseo foram realizados cortes semi-seriados de 5 µm de 

espessura, para confecção das lâminas, por meio de micrótomo (figura 6). Em seguida, esses 

cortes foram corados por tricrômico de masson (figura 7) para quantificação óssea, observada 

em microscopia de luz. 

A figura 8 apresenta, com exemplo, algumas das lâminas após a coloraçao com 

tricômico de masson, observadas em microscopio óptico.  

 

Figura 5. Processador de tecidos automizado (para processamento histológico em parafina) – A. Central de 

inclusão em parafina – B. Momento da inclusão do fragmento ósseo na parafina – C.Fragmento ósseo já incluído 

na parafina – D. Bloco de parafina pronto para confecção das lâminas – E.  

 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 6. Micrótomo utilizado para confeccção corte dos blocos de parafina. 

 
Fonte: autoria própria 

 

Figura 7. Cabine para coloração das lâminas em tricômico de masson.   

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 8. Exemplos de alguns cortes histológicos, corados com tricômico de masson, observados em microscopia.  

 
Fonte: autoria própria 

 

4.7 Análise qualitativa ao microscópio de luz 

A resposta tecidual da análise qualitativa, permitiu avaliar o osso neoformado na área 

de criação do defeito ósseo, nessa análise pode ser observado a presença de diferentes células 

envolvidas no processo de reparação óssea, como por exemplo, osteoblastos, osteócitos e 

células sanguíneas, além de ser possível diferenciar o osso existente e o neoformado nos grupos 

experimentais. 

 Para isso, foi utilizado um microscópio de luz (AxioImager Z2, Carl Zeiss, Germany) 

acoplado a câmera digital adquirido com auxílio de outros 2 projetos FAPESP passados. As 

imagens digitalizadas foram analisadas através da objetiva de aumento, para avaliação de tecido 

ósseo pelo método de tricômico de masson.  

Para avaliação das imagens foi utilizado os softwares AxioVision da Zeiss. 

 

4.8 Análise quantitativa 

A quantificação do osso neoformado, em cada animal, foi realizada por meio de 

princípios morfométricos, utilizando-se o software AxioVision da Zeiss, cujo todo tecido ósseo 

neoformado era selecionado em toda extensão da área de reparo ósseo e quantificado,  buscando 

deste modo, fornecer precisão nos resultados obtidos, pois foi avaliado este tecido em 

recuperação em toda a extensão do defeito ósseo.  
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4.9 Análise imunoistoquímica 

Foi realizada a imunomarcação de citocinas pró inflamatórias (interleucina 1, 6 e 10 e 

tnf alfa), fatores angiogênicos (CD31 e VEGFR2), osteoclastogênicos (OPG), osteogênicos 

(ostecalcina, osteopontina e RUNX2) e fatores TRAP. Os cortes foram mergulhados em solução 

de tampão citrato pH 6,0 em uma panela a vapor, própria para recuperação antigênica 

(Decloaking chamber, by Biocare Medical). Após o resfriamento e lavagem em PBS, foi 

realizado o bloqueio da peroxidase endogena com com solução de H2O oxigenada por 20 

minutos, as amostras foram incubadas com os anticorpos primários por 1 hora, a diluição desses 

anticorpos seguiu o padrão de 1/200 µLitros. A seguir, os cortes foram lavados em PBS e 

incubados por 1 hora com o anticorpo secundário., seguindo o kit de imunoistoquímica abcam 

(ab236466 mouse and rabbit specif HRP/DAB IHC detection kit- micro-polymer). A reação foi 

revelada com solução de diaminobenzidina (0,5 mg/mL) em PBS por 1 minutos. Os cortes 

foram lavados em PBS, contracorados com hematoxilina de Harris, desidratados, diafanizados 

e cobertos com lamínulas utilizando-se Entellan (Merck). 

Para elucidar as imagens obtidas para as análises, a figura 9, apresenta uma imagem 

de cada grupo, corado com tricômico de masson, observados em microscopia de luz. 

 

Figura 9. Corte histológico, corado com tricômico de masson, referente a cada grupo analisado, observado em 

microscopia para realização das análises quantitativas e qualitativas.  

 
Fonte: autoria própria 
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4.10 Análise estatística 

A análise estatística a ser utilizada após a obtenção dos resultados consistirá na 

aplicação de testes paramétricos ou não-paramétricos, conforme a distribuição dos dados. As 

análises intra e inter-grupo foram realizadas com análise da Variância (ANOVA) com nível de 

significância de 5%. Quando o ANOVA detectar uma diferença significante, comparações 

múltiplas foram realizadas utilizando o teste de Tukey (p<0,05) (tabela 3). 
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Tabela 3. Análise estatística 

 

 

 

4.11 Aspectos éticos 

A metodologia aqui apresentado foi avaliada e aprovada pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da FORP - USP, com número de processo nº 2017.1.294.58.4. 



  

5. Contribuições Científicas 
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5. CONTRIBUIÇÕES CIENTÍFICAS  

 

Constituem contribuições da pesquisa: 

1. Como não há literatura até o momento, pesquisas que relacionaram o reparo ósseo 

em defeitos críticos com a associação da aplicação tópica de melatonina, rhBMP-

2 e ROG, trata-se de uma pesquisa inédita. 

2. Não há na literatura estudos que avaliaram por meio das metodologias descritas 

nesse estudo, o reparo ósseo nas associações por nós propostas. 

3. Considerando a busca por novas técnicas biológicas que promovam o reparo ósseo 

e assim favoreçam a cicatrização de defeitos, esse estudo favorece a busca de 

técnicas alternativas seguras para o tratamento clínico de fraturas, defeitos ósseos 

e enxertos ósseos, comprovando ou não o uso seguro da associação de rhBMP-2 

e da melatonina. 

4. Estabelecimento da dose segura para a administração da melatonina, dessa forma 

conferindo parâmetros clínicos para a sua aplicação tópica associada a rhBMP-2. 

5. E, por ser um procedimento terapêutico de fácil utilização, de custo reduzido e 

com possibilidade de uso prolongado, o uso da melatonina, abrirá novos 

horizontes, tanto na clínica odontológica como também em ambiente hospitalar. 

6. Estabelecimento de metodologias de biologia molecular para estudos na área, bem 

como ampliação da capacidade de parcerias e projetos em nosso laboratório, com 

a aquisição deste conhecimento. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

                                                                                                                   
 

 

6. Resultados 
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6. RESULTADOS  

 

Não houve nenhuma intercorrência durante o período de cicatrização, em nenhum dos 

animais, e não foram detectadas reações adversas em nenhum dos locais com defeitos ósseos. 

Durante a análise dos resultados, de forma geral, foi evidente que a presença do 

Scaffold no local do defeito ósseo influenciou o processo de reparo, dificultando a 

biodisponibilização dos materiais, esse achado é justificado pelos resultados no grupo 2 

(coágulo de sangue + Scaffold), cujo os resultados da formação óssea e da imunoistoquímica 

foram muito reduzidos em comparação com todos os outros grupos. 

 

6.1 Resultados Análise qualitativa e quantitativa 

As imagens dos cortes histológicos demonstram o aspecto da formação óssea na região 

de reparo. Para a análise foi observado a presença de tecido ósseo neoformado, mostrando uma 

maior quantidade de tecido ósseo nos grupos 6 e 8, que receberam melatonina nas 

concentrações de 1 e 100 µg, respectivamente, além da presença do Scaffold e da rhBMP2. A 

presença de células ósseas e sanguíneas, pode ser observada em toda extensão do reparo, como 

já previsto. 

A Figura 10, apresenta um gráfico (gráfico 1 - A), o qual mostra a área de tecido ósseo 

neoformado em cada grupo estudado e imagens histológicas da área de recuperação óssea de 

cada grupo experimental (B-J).  

O gráfico 1, apresenta os resultados estatísticos da análise quantitativa, enquanto as 

imagens histológicas, evidenciam os resultados da análise qualitativa.  

Nas imagens histológicas, o tecido ósseo e as células sanguíneas podem ser vistos ao 

lado do tecido ósseo neoformado na área do defeito. A área neoformada do tecido ósseo foi 

significativamente maior nos grupos 6 e 8 (figura 10 – G e I), fica evidente a quantidade de 

tecido ósseo, além da presença de células ósseas e grande quantidade de osso neoformado. No 

gráfico 1, também pode ser observado, nos mesmos grupos (6 e 8), uma maior quantidade de 

formação óssea, a qual foi estatisticamente significante, quando comparada com os outros 

grupos.  

 

 

 

Figura 10. Aspectos quantitativos e qualitativos da região dos defeitos ósseos na calvária dos animais em todos 

os grupos experimentais. (A): O gráfico 1 mostra a área de tecido ósseo neoformado na região dos defeitos ósseos 

do grupo de controle e dos grupos experimentais. O gráfico revela que houve uma diferença significativa nos 
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grupos 6 e 8 em relação a todos os outros grupos. (B-J): A coloração tricrômio de Masson foi realizada para 

evidenciar a formação de tecido ósseo na área de reparo. Foram tiradas fotomicrografias para mostrar o tecido 

ósseo recém formado na área do defeito de cada grupo. A presença de células osteoblásticas e tecido ósseo recém 

formado pode ser observada, indicando a reparação óssea dos locais receptores. Coloração do tricrômio de Masson. 

Barra de escalas: 46 um. *: maiores quantidades de tecido ósseo neoformado, indicando os melhores resultados da 

terapia utilizada. *: quantidades menores de tecido ósseo recém formado na região da ferida. +: grandes 

quantidades de tecido ósseo recém formado, mas sem diferença significativa. Seta vermelha: lacunas ósseas. 

 

 

A análise estatística revelou uma diferença significativa (p < 0,05) entre o grupo 

controle (grupo 1), e os grupos experimentais 5, 6, 7, e 8 (grupos com diferentes concentrações 

de melatonina em associação com rhBMP-2), indicando um efeito positivo da associação para 

o reparo ósseo. Outras diferenças observadas foram: grupo 2 vs. grupos 6 e 8; grupo 3 vs. grupos 

6 e 8; grupo 4 vs. grupos 5, 6, 7 e 8; grupo 5 vs. grupos 6 e 8; grupo 6 vs. grupos 7 e 9; grupo 

7 vs. grupo 8; e grupo 8 vs. grupo 9 

 

6.2 Resultados Análise Imunoistoquímica 

As reações da análise de imunoistoquímica, foram avaliadas em microscópio de luz 

convencional por dois observadores calibrados. Considerando apenas a área do reparo ósseo, 

cada corte histológico foi avaliado quanto à presença ou não de reatividade, a intensidade de 

reação, a proporção de células marcadas. Os fatores investigados foram: fatores angiogênicos 

(VEGF e CD31), osteoclastogênicos (OPG), osteogênicos (osteocalcina, osteopontina, runx2) 

e TRAP. 

Os resultados obtidos pela análise da imunoistoquímica confirmaram as observações 

microscópicas de que a presença do Scaffold na lesão óssea prejudica a ação das substâncias 
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testadas para melhoria da regeneração óssea, já que, no grupo 2 (coágulo + Scaffold), a 

imunomarcação de anticorpos foi muito baixa.  

Para todas imagens representativas da imunoistoquímica (Figuras 11- 20), A mostra o 

grupo controle, B o controle negativo, C grupo 2, e D um grupo representando a reação mais 

frequente entre todos os grupos, que também pode ser observada na tabela 4. O grupo 2 foi 

escolhido para ser mostrado em todas as imagens por causa de sua coloração quantitativa, 

destacando-se pela baixa reação para todos os fatores investigados, indicando um efeito inibidor 

do Scaffold. 

As imagens da imunoistoquímica dos fatores angiogênicos (VEGF e CD31) são 

mostradas nas Figuras 2 e 3, respectivamente. Pode ser observado na Tabela 2 e nas imagens 

que a reação positiva desses fatores foi, geralmente, baixa. A Figura 2C mostra a coloração do 

grupo 2 (++), e D mostra a coloração do grupo 5 (++), que foi o padrão de coloração mais 

observado entre todos os grupos. A Figura 3C mostra a coloração do grupo 2 (+), e D mostra a 

coloração do grupo 6 (+), o padrão de coloração mais observado entre todos os grupos. 

A imunomarcação para osteoprogesterina (OPG), que é um fator de osteoclastogênese, 

é mostrado na Figura 13. Em C, a marcação no grupo 2 é representada como (+) e em D, o 

padrão de coloração mais observado entre os grupos (++++) é representado pelo grupo 6. 

As figuras 14-16 mostram a reação positiva das interleucinas 1β, 6, e 10, 

respectivamente. Em todos eles, o grupo 2 também mostrou uma marcação muito fraca. Para a 

interleucina 1β, a marcação (++) foi a mais predominante em todos os grupos (Figura 14D). 

Para a interleucina 6, a marcação (++++) foi a mais comum (Figura 15D), assim como para a 

interleucina 10, para a qual a marcação (++++) também prevaleceu em todos os grupos (Figura 

16D). 

As figuras 17-19 mostram a imunomarcação para fatores osteogênicos: osteocalcina, 

osteopontina, e RUNX2, respectivamente. Em todos eles, a menor marcação também ocorreu 

no grupo 2. A figura 18D mostra uma marcação significativa (++++) de osteopontina, que é um 

forte marcador de formação óssea, justificada pelo efeito do rhBMP-2. 

A figura 20 representa a imunomarcação para TRAP. Mais uma vez, a menor marcação 

(+) ocorreu no grupo 2 (Figura 20C), e o padrão de coloração mais observado entre os outros 

grupos (++), é representado pelo grupo 4 (Figura 20D). 

 

Tabela 4. Intensidade de reação imunoistoquímica para todos os fatores investigados em todos os grupos 

experimentais. 

 Grupo 

1 

Grupo 

2 

Grupo 

3 

Grupo 

4 

Grupo 

5 

Grupo 

 6 

Grupo 

7 

Grupo 

 8 

Grupo 

9 
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OPG ++++ + +++ +++ +++ ++++ ++ ++++ +++ 

CD31 + + + + + + + + + 

IL1β ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

IL6 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

IL10 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Osteocalcina +++ + ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

Osteopontina ++++ ++ ++ ++ ++ ++++ +++ ++++ ++++ 

RUNX2 ++ + ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ 

TRAP ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

VEGF ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

 

Figura 11. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração VEGF. (A) grupo controle; (B) controle 

negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (++); (D) grupo 5 com marcação considerada (++), o padrão 

de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris foi manchada. Barra de 

escala: 46 µm. 

 

Fonte: autoria própria 

Figura 12. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração do CD31. (A) grupo controle; (B) 

controle negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (+); (D) grupo 6 com marcação considerada (+); o 

padrão de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris contra-manchada. Barra 

de escala: 46 µm. 
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Fonte: autoria própria 
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Figura 13. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração de OPG. (A) grupo controle; (B) controle 

negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (+); (D) grupo 6 com marcação considerada (++++); o padrão 

de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris contra-manchada. Barra de 

escala: 46 µm. 

 

Fonte: autoria própria 
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Figura 14. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração IL1β. (A) grupo controle; (B) controle 

negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (++); (D) grupo 7 com marcação considerada (++); o padrão de 

coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris foi manchada. Barra de escala: 46 

µm. 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 15. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração de IL6. (A) grupo controle; (B) controle 

negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (+++); (D) grupo 3 com marcação considerada (++++); o padrão 

de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris contra-manchada. Barra de 

escala: 46 µm. 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 16. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração de IL10. (A) grupo controle; (B) controle 

negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (+++); (D) grupo 5 com marcação considerada (+++); o padrão 

de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris foi manchada. Barra de escala: 

46 µm. 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 17. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração de osteocalcina. (A) grupo controle; (B) 

controle negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (+); (D) grupo 8 com marcação considerada (+++); o 

padrão de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris foi manchada. Barra de 

escala: 46 µm. 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 18. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração de osteopontina. (A) grupo controle; (B) 

controle negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (++); (D) grupo 9 com marcação considerada (++++); 

o padrão de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris contra-manchada. 

Barra de escala: 46 µm. 

 

Fonte: autoria própria 
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Figura 19. Imagens representativas da imunoistoquímica para a coloração RUNX2. (A) grupo controle; (B) 

controle negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (+); (D) grupo 3 com marcação considerada (++); o 

padrão de coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris foi manchada. Barra de 

escala: 46 µm. 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 20. Imagens representativas da imunoistoquímica para coloração TRAP. (A) grupo controle; (B) controle 

negativo; (C) grupo 2 com marcação considerada (+); (D) grupo 4 com marcação considerada (++); o padrão de 

coloração mais observado entre os grupos analisados. A hematoxilina de Harris foi manchada. Barra de escala: 46 

µm. 

 
Fonte: autoria própria 
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7. DISCUSSÃO  

 

O presente estudo investigou o uso tópico da melatonina em diferentes concentrações, 

associadas ou não ao rhBMP-2, para melhorar o reparo ósseo em defeitos ósseos cirúrgicos 

usando a técnica ROG. Este tratamento é promissor por ser uma nova técnica alternativa segura 

para o tratamento clínico de fraturas, defeitos ósseos e enxertos ósseos. Não há relatos na 

literatura que tenham avaliado a reparação óssea, nesse tipo de defeito, utilizando as 

metodologias descritas no presente estudo. 

As análises de alta resolução utilizadas neste estudo permitiram uma melhor 

compreensão de como o tecido ósseo reagiu aos diferentes tratamentos, bem como avaliar as 

etapas biológicas do reparo ósseo. Isto porque a maioria dos estudos utiliza secções únicas ou 

múltiplas de tecido, reduzindo a sensibilidade dos dados histológicos. O uso das mensurações 

histológicas, como as aqui aplicadas utilizando microscópio e softwares de ponta associado aos 

conhecimentos histomorfométricos dos pesquisadores, expande a gama de variáveis 

investigadas e proporciona maior acurácia na quantificação da reação tecidual, melhorando os 

métodos de análise quantitativa (107). 

A implantação da modalidade da  análise imunoistoquímica amplia o arcabouço de 

variáveis que podemos buscar, funciona como uma ferramenta nas pesquisas para compreensão 

e elucidação de como o corre o reparo ósseo, além de uma maior precisão da reação do tecido 

como um todo, dentre as metodologias aplicadas.  

Os defeitos ósseos em calvária de ratos são amplamente utilizados no meio científico 

de pesquisa para análise histológica e de imagem analítica devido à estabilidade dos ossos em 

termos de movimentos e devido a uniformidade da estrutura, além de possuir origem 

embriológica única por mecanismo de ossificação intramembranosa. O modelo experimental 

utilizado neste estudo foi projetado para reproduzir um defeito ósseo crítico, uma vez que estes 

são os defeitos mais complexos para regeneração, devido à dificuldade de cura espontânea 

completa. Os defeitos ósseos críticos na calvária são utilizados para avaliar diferentes materiais 

como alternativas viáveis e seguras para restaurar a arquitetura óssea, principalmente na região 

craniofacial (108,109). 

Neste sentido, para escolher um material ou substância que favoreça a regeneração 

óssea, a segurança do material para o organismo é essencial. Portanto, é necessário levar em 

consideração algumas propriedades fundamentais do material escolhido, tais como 

biocompatibilidade, osteogênese, osteoindução e osteocondução (110,111). 
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Um dos grupos do estudo foi o coágulo sanguíneo autólogo, próprio do animal, que 

apresenta a capacidade de por si só ser um agente fisiológico para induzir a formação óssea, 

devido à presença de várias células que favorecem este processo. Grgurevic L.,et al., (2020) 

demonstraram que o coágulo pode atuar como um transportador de rhBMP nativo para a 

formação óssea (112). 

Há relatos de melatonina, ROG, e rhBMP-2 utilizados para proporcionar um reparo 

ósseo eficaz. Os autores afirmaram que a melatonina exerce um efeito osteogênico, enquanto 

que a rhBMP-2 atua por osteoindução, e a esponja de colágeno fornece osteocondução, ou seja, 

a primeira faz com que células mesenquimais indiferenciadas se diferenciem em tipos celulares 

produtores de matriz óssea e o segundo, cria um ambiente favorável para migração de células 

osteoapositivas. Atualmente, sabe-se que a melatonina tem propriedades relacionadas ao 

metabolismo ósseo, e seu uso favorece o reparo ósseo devido às propriedades osteogênicas e 

antiosteoclásticas (113,114,115). 

Wang et al. (1990) demonstraram que a dose de rhBMP-2 é crítica para a formação 

óssea (116). Em nosso estudo, a escolha de uma dose de 5 μg de rhBMP-2 foi baseada em estudos 

de Kotake et al. (2015) e Gonzaga et al. (2019), que usaram 5 μg desta proteína e mostraram 

uma contribuição significativa da mesma para a formação óssea em defeitos críticos (109). 

A rhBMP-2 é uma proteína morfogenética amplamente estudada com um papel 

importante em processos biológicos, principalmente relacionados ao tecido ósseo. Ela apresenta 

um papel osteoindutor poderoso de reparar e regenerar o tecido ósseo, pois atua enviando sinais 

morfogênicos para migração, proliferação e diferenciação de células mesenquimais em tecido 

ósseo. Entretanto, seu uso sozinho tem a desvantagem de apresentar rápida dissolução no meio 

em que é aplicado, sendo portanto um material de alto custo, exigindo portanto um material 

carreador para que possibilite sua biodisponibilização lenta, gradual e segura (117,118). 

A técnica de regeneração óssea guiada (ROG) tornou-se um procedimento clínico bem 

documentado e bem sucedido que foi desenvolvido para ajudar na reconstrução óssea, 

principalmente do osso alveolar na área odontológica. O princípio fundamental da ROG é 

funcionar como uma barreira, impedindo que tecidos não osteogênicos, como células epiteliais 

e conjuntivas, invadam a área de reparo ósseo. Além disso, ele também cria um compartimento 

bioativo com a capacidade de formar uma estrutura que garanta a osteocondução (119). Assim, o 

uso do ROG já está bem estabelecido na literatura para terapias destinadas ao reparo ósseo 

(120,121). 

Jung et al. (2003) concluíram que a combinação de um substituto mineral ósseo 

xenogênico com rhBMP-2 pode melhorar o processo de maturação da regeneração óssea, 
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demonstrando o potencial do rhBMP-2 para melhorar e acelerar previsivelmente a terapia de 

regeneração óssea guiada (122). Schorn et al. (2017) avaliaram a associação do rhBMP-2 e VEGF 

com um portador de colágeno e também tiveram bons resultados com a formação vertical do 

osso (123). Wikesjö et al. (2004) também obtiveram bons resultados com o uso do rhBMP-2 

associado à regeneração óssea (124,125,126, ,127,128). 

Como já mencionado, as proteínas osteoindutoras requerem um transportador devido 

à sua curta meia vida biológica e para que sejam liberadas de forma gradual e prolongada. Elas 

também atuam como um sistema de entrega e como suporte para o crescimento celular. A 

combinação de uma proteína osteoindutora (rhBMP-2) com um material osteocondutor 

possibilita superar algumas das dificuldades encontradas com as técnicas atuais de regeneração 

óssea, justificando a escolha da ROG neste estudo. 

Além de atuar sobre a diferenciação celular mesenquimal, a regulação osteoblástica, a 

quimiotaxia e a mitose durante a reparação óssea (129), o uso do rhBMP-2 acelera efetivamente 

a regeneração óssea. 

Diante de tudo isso, um grande reparo ósseo foi previsto nos grupos 3, 4, 5 e 9, pois 

eles apresentaram as associações isoladas entre melatonina e scaffold, e rhBMP-2 e scaffold. 

No grupo 9, no qual a associação era coágulo + scaffold + 5 μg rhBMP-2, não houve uma 

grande resposta de formação óssea, como observado nos grupos 3, 4 e 5 (coágulo + scaffold + 

melatonina em diferentes concentrações, 1,10 e 100 μg, respectivamente). Esperava-se que 

nestes grupos pudesse ser observada uma alta formação óssea devido aos efeitos osteogênicos 

do uso isolado de melatonina ou rhBMP-2, uma vez que são agentes que possibilitam a 

formação óssea na área de reparo. Este resultado está de acordo com os resultados obtidos por 

Sampath et al. (1981) que revelaram que a rhBMP2 associado ao suporte de colágeno é capaz 

de induzir a formação óssea em diferentes locais, favorecendo a regeneração óssea (130). Da 

mesma forma, Burkus et al. (2009) demonstraram que o uso de rhBMP-2, aplicado dentro de 

uma esponja de colágeno absorvível, foi capaz de induzir a formação óssea (131). A partir de 

nossos resultados, podemos inferir que a presença do scaffold inibiu a regeneração óssea no 

local do defeito, atuando, possivelmente, como uma barreira física para a migração e ação da 

melatonina e do rhBMP-2. Os grupos 6 (coágulo de sangue + scaffold + 1 μg de melatonina + 

5 μg de rhBMP-2) e 8 (coágulo de sangue + scaffold + 100 μg de melatonina + 5 μg de rhBMP-

2) apresentaram a mesma combinação de substâncias, com uma diferença na concentração de 

melatonina, e foram os únicos que apresentaram um aumento significativo na formação óssea 

em comparação com os outros grupos. Esta diferença significativa pode ser explicada pela ação 

do rhBMP-2, pois é, por si só, um indutor da formação óssea (132,133,134). 
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No presente estudo foi observado nos grupos 3, 4 e 5 que a melatonina praticamente 

não teve ação na regeneração óssea e na expresssão gênica de fatores relacionados a melhora 

na reparação óssea, indicando mais uma vez que sua biodisponibilização foi altamente 

prejudicada pelo scaffold em nosso modelo experimental, diferindo dos estudos que revelaram 

a formação óssea apenas com o uso da melatonina (135,136). 

  A análise qualitativa revelou que os grupos experimentais 6, 7, 8 e 9 

apresentaram visualmente uma maior quantidade de trabéculas ósseas reparadoras na área do 

defeito ósseo. Entretanto, ainda havia uma grande área a ser reparada quando comparada com 

os outros grupos. 

A análise histomorfométrica, revelou a maior quantidade de tecido ósseo neoformado 

para o grupo 6 (coágulo de sangue + scaffold + 1 μg de melatonina + 5 μg de rhBMP-2), 

indicando que a dose mais baixa de melatonina utilizada, nas associações propostas, mostrou 

uma resposta osteogênica maior quando comparada com os outros grupos, este achado aponta 

que a menor dose de melatonina já é suficiente e segura para exercer efeitos osteogênicos, 

entretanto outros estudos ainda precisam ser realizados, visto que na metodologia aqui utilizada, 

a esponja de colágeno interferiu na resposta do reparo ósseo. 

A imunoistoquímica foi realizada utilizando biomarcadores angiogênicos (CD31 e 

VEGF, osteoclastogênico (OPG), osteogênico (osteocalcina, osteopontin e RUNX2), pró-

inflamatório (interleucina 1, 6 e 10 e TNF alfa) e TRAP. Nos resultados obtidos pela 

imunoistoquímica, é possível notar a fraca marcação dos fatores envolvidos na reparação óssea 

(fatores angiogênicos e osteogênicos), especialmente no grupo 2, o que reforça a hipótese de 

inibição da reparação óssea causada pelo uso do scaffold. Apesar disto, mais uma vez, os 

melhores resultados foram obtidos nos grupos 6 e 8, corroborando com as observações 

histológicas de um melhor processo de reparação óssea nos grupos tratados com melatonina 1 

e 100 µg, associados ao rhBMP-2, respectivamente. 

É importante ressaltar que as combinações de melatonina na menor dose, associado ao 

rhBMP2 na concentração de 5 µg representa um grande potencial de reparação óssea, pois 

apesar do efeito inibitório e do tempo curto adotado na metodologia, houve resultados 

significantes. 

Apesar das diferentes situações metodológicas encontradas que resultaram nos dados 

aqui apresentados, este trabalho se mostrou inovador, pois mostrou o caminho para como estes 

estudos podem ser direcionados, tendo em vista que grande parte dos estudos relacionados com 

expressão gênica em ossos estão diretamente correlacionados com implantes ósseos (137,138,139, 

140). Merece ser destacado que o modelo experimental aqui utilizado, o rato, não representa o 
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modelo ideal para estudos envolvendo cicatrização/reparação óssea, por ser um animal de 

metabolismo acelerado não possibilitando, portanto, o estudo preciso dos fenômenos 

individuais deste processo cicatricial, como os quais aqui abordados. Por outro lado, o rato 

possibilita um bom número amostral e, portanto, de efeito significativo em termos de resultados 

baseados nas metodologias aqui empregadas. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

8. Conclusão 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

8. CONCLUSÃO 

 

De acordo com as metodologias utilizadas e dentro dos limites que elas proporcionam, 

a associação da melatonina (1 µg) com 5 μg rhBMP-2, através da técnica de regeneração óssea 

guiada, foi capaz de demonstrar alguns efeitos ainda que leves na reparação óssea de defeitos 

ósseos críticos na calvária de ratos, em um curto espaço de tempo de reparo ósseo, mas este 

processo também foi inibido pela presença do scaffold, em todos os grupos. Deste modo, 

pesquisas futuras devem ser feitas, buscando-se produzir materiais dotados de características 

que favoreçam a formação do coágulo. 
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