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RESUMO 

MURAKAWA, A. C. Imunomarcação da PECAM-1 e da osteocalcina no processo de reparo de 

enxerto ósseo autógeno em bloco em ratas ovariectomizadas jovens e senis. Araçatuba, 2009. 98 f. 

Dissertação (Mestrado em Odontologia – Área de concentração: Periodontia). Faculdade de Odontologia 

de Araçatuba. Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2009. 

 

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a influência da ovariectomia (depleção de 

estrógeno), no processo de reparo de enxertos ósseos autógenos em bloco por meio da 

imunomarcação da PECAM-1 e osteocalcina (OCN), em ratas jovens e senis. Material e 

Métodos: Foram utilizadas 96 ratas (Wistar) fêmeas, sendo 48 ratas com idade de 3 meses, 

divididas em subgrupo Ovx, submetidas a cirurgia de ovariectomia  e subgrupo Sham submetidas 

ao mesmo procedimento cirúrgico sem a remoção dos ovários; e 48 ratas com idade de 12 meses, 

também divididas em subgrupos Ovx e Sham. Transcorridos 30 dias da Ovx ou "sham", todos os 

animais receberam enxerto ósseo autógeno em bloco na mandíbula, tendo como área doadora o 

osso parietal da calvária. Os animais foram submetidos a eutanásia em 7, 14 e 28 dias. As peças 

foram submetidas à análises histométrica e imunoistoquímica. Esta foi realizada de forma semi-

quantitativa, visando analisar as imunomarcações contra PECAM-1 e osteocalcina, avaliando-se 

a interferência do estrógeno neste processo. Resultados: Durante os períodos analisados, os 

subgrupos Sham apresentaram marcações da osteocalcina mais intensas quando comparadas com 

os subgrupos Ovx, independente da idade do animal. As marcações de PECAM-1 foram mais 

intensas nos subgrupos Sham aos 7 e 14 dias. Conclusão: Dentro dos limites deste estudo, 

concluímos que a depleção de estrógeno afeta negativamente o processo inicial da angiogênese e 

diminui a mineralização óssea.  

Palavras-chave: regeneração óssea; osteocalcina; estrogênios; imunoistoquímica; ovariectomia. 
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ABSTRACT

MURAKAWA, A. C. Immunocolocalization of PECAM-1 and osteocalcin on healing of autogenous 

bone block in ovariectomized aged and young rat model. Araçatuba, 2009. 98 f. Dissertation (Master 

in Dentistry – Periodontics) Araçatuba School of Dentistry. São Paulo State University “Julio de 

Mesquita Filho”. 

 

Objectives: The aim of this study was to evaluate the influence of the ovariectomy (estrogen 

depletion), on healing process of autogenous bone block grafts in young and aged rats, through 

the immunocolocalization of the PECAM-1 and osteocalcin (OC). Material and Methods: 96 

female rats (Wistar) were used, being 48 rats with 3 months-old, divided in subgroups: Ovx, 

submitted the ovariectomy surgery and Sham, submitted to the same surgical procedure without 

the removal of the ovaries; and 48 female rats with 12 months-old, also divided in Ovx and Sham 

subgroups. After 30 days of Ovx or "sham" operation, all the animals received autogenous bone 

block graft in the jaw, harvested from the calvaria. The animals were euthanized in 7, 14 and 28 

days postoperatively. The specimens were submitted to histometric and immunohistochemistry 

analysis. This was accomplished in a semi-quantitative way, to analyze the immunolocalizations 

against PECAM-1 and osteocalcin, evaluating the interference of the estrogen in this process. 

Results: During the analyzed periods, the Sham subgroups presented more intenses 

demarcations of osteocalcin when compared with the subgroups Ovx, regardless of age. The 

demarcations of PECAM-1 were more intenses in the "sham" subgroups to the 7 and 14 days. 

Conclusion: Within the limits of this study, the estrogen depletion affects the initial process of 

angiogenesis negatively and it reduces bone mineralization. 

Keywords: bone regeneration; osteocalcin; estrogens; immunohistochemistry; ovariectomy. 
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INTRODUÇÃO  

Sob a ótica reabilitadora, os enxertos ósseos para reconstrução de rebordos ósseos deficientes 

para instalação de implantes osseointegrados, proporcionam ao paciente inúmeras vantagens, não 

só do ponto de vista biomecânico como também estético e, por isso, tem-se intensificado tanto o 

seu emprego na Odontologia. Paralelamente, inúmeras pesquisas têm sido desenvolvidas com o 

intuito de aprimorar os materiais e as técnicas cirúrgicas que envolvem os procedimentos de 

enxertia óssea.  

No crescimento ou no reparo ósseo, células progenitoras de osteoblastos necessitam se proliferar 

para abastecer as células perdidas. Um grande número de fatores de crescimento locais e 

sistêmicos tem potencial de aumentar a replicação celular óssea. Muitos destes fatores atuam em 

células-alvo como as células precursoras de osteoblastos, enquanto outros atuam diretamente nos 

osteoblastos diferenciados e outros fatores dirigem o processo de diferenciação (Almeida 2004). 

Os fatores que podem alterar esse processo de reparo ósseo podem ser locais ou sistêmicos, 

dentre eles os níveis dos hormônios sexuais. Com o avanço da idade, ocorrem diversas alterações 

no equilíbrio sistêmico, sendo que o osso é um dos tecidos geralmente afetados, principalmente 

em mulheres no período pós-menopausa, quando a produção do hormônio estrógeno diminui ou 

cai praticamente a zero (Guyton & Hall 1998). 

De acordo com diversos estudos realizados, a deficiência de estrógeno provoca diminuição na 

densidade óssea mandibular (Bras et al. 1982; Kribbs et al. 1983,1989; Nishimura et al. 1992; 

von Wowern & Kollerup 1992), induz a osteoclastogênese no periodonto de ratas (Kawamoto et 

al. 2002), acentua as dinâmicas do osso alveolar induzida pelo trauma oclusal (Kawamoto et al. 

2000) e interfere na morfologia óssea alveolar (Marques 1998). No reparo alveolar pós-

exodontia, a deficiência estrogênica provoca significante alteração no metabolismo ósseo 
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retardando a formação e mineralização óssea (Shimizu et al. 1998, 2000; Hsieh et al. 1995; 

Tanaka et al. 2001), assim como a diminuição da densidade óssea ao redor de implantes de 

titânio (Nociti et al. 2002). Portanto, é de suma importância o conhecimento dos principais 

eventos no processo de neoformação óssea e da angiogênese. A angiogênese, definida como um 

processo em que novos vasos sanguíneos são formados a partir de vasos sanguíneos já 

estabelecidos é crucial na formação e remodelação óssea. Uma vascularização apropriada é um 

pré-requisito para o desenvolvimento e regeneração do tecido ósseo e realmente parece haver 

uma reciprocidade entre vasculatura e osteoblastos (Carano & Filvaroff 2003; Kleinheinz et al. 

2005). É reconhecido que a medula óssea abriga células capazes de se diferenciarem em células 

endoteliais e células osteoprogenitoras (Reyes et al. 2002). 

Numerosas citocinas e fatores de crescimento estão envolvidos na regulação da angiogênese. No 

entanto, o agente mais potente que age especificamente no endotélio vascular é o fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) (Becit et al. 2001; Lantieri et al. 1998) e um marcador 

deste evento em nível celular é a molécula de adesão plaquetas-células endoteliais (PECAM-1). 

O VEGF é um fator de crescimento endotelial específico que aumenta potencialmente a 

permeabilidade microvascular, estimula a proliferação de células endoteliais, induz a expressão 

da enzima proteolítica e a migração de células endoteliais, monócitos e osteoblastos, todos esses 

essenciais para angiogênese (Dvorak et al. 1995; Connolly 1991; Sakuta et al. 2001). A PECAM-

1 é uma glicoproteína integral da membrana altamente expressa em células endoteliais e em 

níveis moderados na superfície de plaquetas e leucócitos (Newman 1997). Está envolvida em 

funções vasculares incluindo a formação inicial do contato entre as células endoteliais, 

permeabilidade vascular, angiogênese, migração celular e migração trans-endotelial (Springer 

1994; Piedboeuf et al. 1998).  
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A osteocalcina (OCN), uma proteína da matriz óssea, é predominantemente sintetizada por 

osteoblastos (Bronckers et al. 1985) e tem um papel importante na neoformação e mineralização 

óssea (Ducy et al. 1996; Garnero & Delmas 1998). Esta proteína extracelular exibe atividade 

quimioatrativa para células progenitoras de osteoblastos e monócitos sanguíneos periféricos 

(Chenu et al. 1994; Glowacki & Lian 1987). Níveis sorológicos elevados de osteocalcina têm 

sido encontrados em situações de rápido turnover ósseo, como osteoporose, mieloma múltiplo e 

reparo de fraturas (Slovik et al. 1984). A presença de osteocalcina é um marcador válido de 

turnover ósseo quando reabsorção e formação estão unidas, e um marcador específico de 

formação óssea quando formação e reabsorção não estão no mesmo nível (Delmas et al. 1986; 

Ducy et al. 1996). 

As imunomarcações contra o PECAM-1 e OCN são realizadas com o intuito de trazer 

informações a respeito da neoformação vascular e da mineralização óssea, sendo esses fatores 

essenciais para o processo de reparo de enxertos.  

Com base nas considerações apresentadas e na relevância do assunto, consideramos importante 

avaliar a influência da depleção de estrógeno no processo de reparo de enxertos ósseos autógenos 

em bloco por meio da imunomarcação da PECAM-1 e da osteocalcina em ratas jovens e senis.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Para o presente estudo foram utilizadas 96 ratas fêmeas (Rattus norvegicus 

albinus, Wistar) com idade de 3 meses (n=48) e 12 meses (n=48),  com peso corporal variando 

entre 350 a 400 gramas. Os animais foram obtidos junto ao biotério da Faculdade de Odontologia 

de Araçatuba - UNESP, onde são criados para fins de ensino e pesquisa. O protocolo 

experimental foi aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal da referida 

instituição (no. 2007-004081). Todos os animais foram mantidos num ambiente com temperatura 

estável (22 ± 2
o
C ), com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), com água e 

ração ad libitum. 

Desses animais, as 48 ratas com idade de 3 meses (grupo Jovens) foram divididas 

em subgrupo Ovx submetidas a cirurgia de ovariectomia (Ovx) e subgrupo Sham submetidas ao 

mesmo procedimento cirúrgico (estresse) sem a remoção dos ovários; e outras 48 ratas com 

idade de 12 meses (grupo Senis), também divididas em subgrupos Ovx e Sham. 

Transcorridos 30 dias da ovariectomia/”sham”, todos os animais receberam 

enxerto ósseo autógeno na mandíbula, tendo como área doadora o osso parietal direito da 

calvária. 

Grupos: 

- Grupo Jovens – Subgrupo Ovx – ratas ovariectomizadas de 3 meses de idade (n=24); 

– Subgrupo Sham – ratas “sham” de 3 meses de idade (n=24); 

- Grupo Senis  – Subgrupo Ovx – ratas ovariectomizadas de 12 meses de idade (n=24); 

– Subgrupo Sham – ratas “sham” de 12 meses de idade (n=24). 
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Procedimentos cirúrgicos  

Para todos os procedimentos cirúrgicos, os animais foram anestesiados por injeção intramuscular 

de cloridrato de ketamina (0,7ml/ 100 g peso corporal) associado ao cloridrato de xilazina 

(0,3ml/ 100g peso corporal) e cada animal recebeu, nos pós-operatórios imediatos, dose única de 

antibiótico penicilina G benzatina (administração intramuscular de 0,2ml/animal).  

 

Procedimento cirúrgico para realização da ovariectomia 

As ratas dos subgrupos Ovx foram submetidas a ovariectomia bilateral, visando induzir o quadro 

de menopausa. 

Foi realizada a tricotomia bilateral ao ventre e a assepsia vigorosa com solução de digluconato de 

clorexidina a 0,12% na área. 

Após o isolamento da área cirúrgica, com auxílio de lâmina de bisturi n
o
 10, incisões bilaterais de 

aproximadamente 1cm foram realizadas, para se obter acesso aos ovários e, através das quais 

foram realizados os procedimentos cirúrgicos que envolvem a remoção dos ovários. As suturas 

internas foram realizadas com fio absorvível Vicryl  4-0 (Johnson & Johnson / Ethicon) e as 

suturas externas com fio de Seda 4-0 (Johnson & Johnson / Ethicon). 

As ratas dos subgrupos Sham foram submetidas ao mesmo procedimento cirúrgico, porém sem a 

remoção dos ovários, simulando as mesmas condições de estresse previamente e durante o ato 

cirúrgico, além da condição do organismo que sofreu procedimento cirúrgico no pós-operatório. 

No 31
o
 dia após a cirurgia “sham” ou a ovariectomia, ou seja, no dia zero do experimento (D0), 

as ratas estavam preparadas para o início do experimento envolvendo o enxerto ósseo. 

Após o procedimento de ovariectomia, o sucesso de tal procedimento foi confirmado pelo ciclo 

estral. A fase diestro, que consiste principalmente em leucócitos e muitas células epiteliais, se 
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manteve inalterada em todos os animais OVX. Os animais do grupo Sham apresentaram 

mudanças nos tipos celulares no esfregaço vaginal, demonstrando claramente os quatro estágios 

do ciclo estral (estro, metaestro, diestro e proestro).  

 

Enxerto ósseo autógeno em bloco 

A metodologia empregada para realização do enxerto autógeno na mandíbula dos animais foi 

baseada nas descrições de Jardini et al. (2005), De Marco et al. (2005), Luize et al. (2008) e 

Bonfante et al. (2008). Após tricotomia, anti-sepsia e isolamento das regiões temporal e 

parotídeo-massetérica direita e da região fronto-parietal, foi realizada uma incisão linear na pele, 

na região do ângulo da mandíbula do lado direito, paralela ao processo zigomático, permitindo a 

visualização do músculo masseter. Este, com auxílio de uma tesoura de ponta romba, foi 

divulsionado até atingir a tábua óssea mandibular. O periósteo do lado medial da mandíbula, 

juntamente com o músculo pterigóideo medial, foi descolado com auxílio de uma espátula do 

tipo Hollemback 3S. A região foi raspada superficialmente, com auxílio do Hollemback 3S, para 

assegurar a completa remoção do periósteo (Anexo C). 

 

Obtenção do enxerto ósseo 

Foi realizada uma incisão em formato de meia-lua, no tegumento de revestimento do crânio e um 

retalho de espessura total foi elevado. Com uma trefina cirúrgica (Prudent, Lins, São Paulo, 

Brasil) com diâmetro interno de 3,8mm montada em um motor elétrico cirúrgico (VK Driller 

Equipamentos Elétricos, São Paulo, SP), com velocidade constante de 800 RPM, e sob irrigação 

contínua e abundante com solução fisiológica, foi retirado o bloco ósseo da região parietal 

direita, abrangendo toda a espessura da díploe. O bloco ósseo foi armazenado temporariamente 
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em uma cuba contendo soro fisiológico estéril. Em seguida, os retalhos de tegumento foram 

reposicionados juntamente com o periósteo e suturados com fio de seda preta 4-0 (Anexo C). 

 

Fixação do enxerto ósseo 

Com auxílio de uma broca carbide 0,5mm (KG Sorensen, Barueri, São Paulo, Brasil) adaptada 

ao mesmo motor já citado anteriormente, foi realizada uma perfuração na região central do 

enxerto ósseo. Da mesma maneira, a área receptora recebeu uma perfuração na proximidade do 

ângulo da mandíbula, distanciando em torno de 3mm da borda inferior. 

O enxerto foi fixado através da transpassagem de um fio de sutura 5,0 de poliéster verde 

trançado (Johnson & Johnson/Ethicon, Somerville, NJ) através do bloco ósseo e da mandíbula 

(Anexo C). Uma vez atado o nó na borda inferior da mandíbula, o enxerto foi estabilizado, 

permitindo um íntimo contato entre a superfície óssea mandibular e o enxerto ósseo. O músculo 

masseter foi suturado com fio 5-0 de poliglactina 910 (Vicryl; Johnson & Johnson/Ethicon) e a 

pele com fio de seda preta 4-0 (Johnson & Johnson/Ethicon). Nas primeiras 48 horas após as 

intervenções cirúrgicas, os animais foram mantidos em gaiolas individuais e receberam ração 

triturada e água ad libitum. 

 

Processamento laboratorial 

A eutanásia dos animais foi realizada aos 7, 14 e 28 dias pós-operatórios por injeção de dose 

excessiva de anestésico tiopental sódico (150 mg/kg peso corporal) (Cristalia Produtos Químicos 

Farmacêuticos Ltda., Itapira, São Paulo, Brasil). As áreas de interesse foram removidas e as 

peças obtidas foram fixadas em solução de formol neutro a 10%, lavadas e descalcificadas em 

solução de etilenodiaminotetracetatodissódico (EDTA) a 18%, por aproximadamente 40 dias, 
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com troca da solução a cada 7 dias. Após a descalcificação, as peças receberam tratamento 

laboratorial de rotina e foram incluídas em parafina, de maneira a obter cortes com 6 

micrometros de espessura. Os cortes histológicos foram realizados no sentido transversal ao 

plano de justaposição do enxerto ao leito receptor, a partir da borda inferior da mandíbula, 

abrangendo o enxerto ósseo e o osso da mandíbula. Foram obtidos cortes semi-seriados, a cada 

100 micrometros de distância, por toda a extensão do enxerto. Os 6 cortes mais centrais, 

excluindo-se a área da perfuração, foram corados, alternadamente, com hematoxilina-eosina 

(HE) e Tricrômico de Masson, para análise histométrica.  

 

Análise imunoistoquímica 

As reações foram realizadas no Laboratório de Imunoistoquímica do Departamento de Cirurgia e 

Clínica Integrada da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP (Processo Fapesp 

04/07562-5). 

Algumas lâminas foram separadas e destinadas à análise imunoistoquímica. Foram selecionadas 

três lâminas de cada espécime, para reação contra PECAM-1, OCN e controle negativo, 

excluindo-se as lâminas da área da perfuração. Realizou-se a inibição da atividade da peroxidase 

endógena com peróxido de hidrogênio, a recuperação antigênica com tampão citrato a 60
o
C por 

20 minutos, e o bloqueio das reações inespecíficas com leite desnatado e albumina bovina 

durante as incubações dos anticorpos. 

Foram utilizados os anticorpos primários contra PECAM-1 e OCN (Santa Cruz Biotechnology, 

Califórnia, USA), anticorpo secundário biotinilado (Pierce Biotechnology®, Illinois, USA), o 

sinal da reação imunoistoquímica foi amplificado com o sistema avidina-biotina (kit DAKO, 

Glostrup, Dinamarca) e a reação foi revelada utilizando a diaminobenzidina (DAB, DAKO Co., 
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Califórnia, USA) como cromógeno, que dá uma cor marrom-acastanhada às marcações. Ao 

término das reações, realizou-se a contra-coloração dos cortes com Hematoxilina de Harris 

(Merck®, Darmstadt, Alemanha) e as lâminas passaram pelas etapas de desidratação para 

montagem das lâmínulas de Permount. Foram realizados controles negativos (pela omissão dos 

anticorpos primários) para evitar a análise de falsos positivos. 

Para a realização da análise foi utilizado um microscópio óptico com objetiva de aumento 160X 

Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma câmera de captura 

de imagem (Leica DFC 300FX, Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um 

microcomputador Pentium III com um software analisador de imagens digitalizadas (Leica 

Câmera Software Box, Leica Imaging Manager – IM50 Demo Software). Três imagens foram 

obtidas de cada lâmina para análise. Para efeito comparativo da densidade das imunomarcações 

entre os grupos experimentais, foi criado um escore onde as imunomarcações foram classificadas 

em uma escala de 6 graus, que variavam de ausentes a intensas (Anexo A e Tabela 03). Esses 

escores foram transformados em porcentagens e submetidos à análise estatística. 

 

Análise dos resultados 

A análise histométrica foi realizada com auxílio de microscópio de luz, visando analisar a 

quantidade do tecido ósseo formado na interface leito receptor e enxerto ósseo. 

A análise imunoistoquímica foi realizada de forma semi-quantitativa e com auxílio de 

microscópio de luz, visando analisar as imunomarcações contra PECAM-1 nas células 

endoteliais, como um marcador de neovascularização. Foram analisadas também as 

imunomarcações contra osteocalcina, proteína da matriz óssea, relacionada ao processo de 
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mineralização óssea, apresentando-se expressa em osteoblastos, osteócitos e células de 

revestimento ósseo. 

 

Análise histométrica 

O software Imagelab 2000 (Diracon Bioinformática Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil) 

foi usado para análise dos dados quantitativos nos períodos de 14 e 28 dias. Não observou-se 

formação óssea no período de 7 dias, por isso não foi realizada análise histométrica em ambos os 

grupos.  

Foram selecionados dois cortes mais centrais de cada espécime, excluindo-se as da região 

perfurada. Cada corte foi fotografado com uma câmera digital (Olympus DP 10, Olympus 

Optical) conectada a um microscópio de luz (Olympus BX 50 F4, Olympus Optical) e então 

salvos como uma imagem digitalizada no computador. Não foi possível capturar toda a interface 

em uma única imagem no nível de magnificação utilizado. Então, foi criada uma imagem digital 

composta por 3 imagens menores. 

Após calibração, as medidas histométricas da área total da interface e da área de osso 

neoformado foram obtidas em mm
2
 utilizando uma régua histológica. Os seguintes critérios 

foram usados para padronizar a análise histométrica (Luize et al. 2008; Bonfante et al. 2008): 

- A área total da interface foi delineada correspondendo ao espaço entre o bloco ósseo e o leito 

receptor. Este foi considerado 100% da área a ser analisada. 

- A área de osso neoformado dentro da área total foi calculada pelo delineamento de cada 

unidade óssea separadamente, e então o somatório dessas unidades (Anexo D). 

As porcentagens foram calculadas (taxa de osso neoformado / área da interface) e submetidas à 

análise estatística. 
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Análise estatística 

A análise estatística dos dados histométricos obtidos foi realizado pelo software Bioestat 3.0 

(Bioestat Windows 1995 Sonopress; Manaus, Amazonas, Brasil). A significância das diferenças 

entre grupos em relação às porcentagens de tecido ósseo neoformado na interface foi 

determinada pela análise de variância ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Os dados 

imunoistoquímicos foram submetidos ao teste Mann-Whitney. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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RESULTADOS 

Análise quantitativa (HE) (Tabela 1 e Figuras 3 e 4) 

 

14 dias 

A análise histométrica revelou que a quantidade de tecido ósseo neoformado na região da 

interface enxerto ósseo-leito receptor foi menor nos espécimes do subgrupo Ovx (44,75% no 

grupo Jovens e 32,89% no grupo Senis) que nos espécimes do subgrupo Sham (62,37% no grupo 

Jovens e 54,21% no grupo Senis), em ambas as idades dos animais. 

 

28 dias 

Aos 28 dias, houve aumento na quantidade de osso neoformado na região da interface, em todos 

os grupos, quando comparados com os grupos do período de 14 dias. Nas ratas jovens, a 

quantidade de tecido ósseo neoformado foi de 79,58% no subgrupo Sham e 60,09% no subgrupo 

Ovx, sendo esta diferença estatisticamente significante. O mesmo ocorreu nas ratas senis, que 

apresentou 73,65% no subgrupo Sham e 53,09% no Subgrupo Ovx. 

 

 

Análise Semi-quantitativa (Tabelas 02 e 03) 

 

PECAM-1 (Figuras 5 e 6) 

Aos 7 dias, houve ligeira diferença entre as marcações dos subgrupos Sham e Ovx, tanto nas 

ratas jovens quanto nas senis. No grupo jovens, as marcações foram discretas no subgrupo Sham 

(24%) e muito discretas no subgrupo Ovx (20%); no grupo senis, as marcações foram muito 
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discretas em ambos os subgrupos (16% no subgrupo Sham e 16% no subgrupo Ovx), tanto nas 

bordas quanto na região central da interface enxerto ósseo-leito receptor, ao redor dos capilares 

sanguíneos, marcando as células endoteliais do tecido conjuntivo desta região. 

Aos 14 dias notou-se maior marcação da PECAM-1 quando comparada aos demais períodos 

experimentais. Nas ratas jovens, a expressão foi pouco intensa no subgrupo Sham (72%) e 

moderada no subgrupo Ovx (52%), sendo esta diferença estatisticamente significante, enquanto 

nas ratas senis, houve marcações pouco intensas no subgrupo Sham (68%) e discretas no 

subgrupo Ovx (28%), sendo também estatisticamente significante, localizadas nas células 

endoteliais presentes no tecido conjuntivo e nos espaços medulares, em toda extensão da 

interface enxerto ósseo-leito receptor. 

No período de 28 dias, as ratas Sham tanto do grupo Jovens quanto do grupo Senis apresentaram 

marcações moderadas desta molécula de adesão (48% nos dois grupos). No subgrupo Ovx, as 

marcações foram discretas tanto nas ratas jovens quanto nas ratas senis (40% e 32%, 

respectivamente), expressa principalmente nos espaços medulares, ao redor do tecido ósseo 

neoformado da região da interface, sendo que no Grupo Senis houve diferença estatisticamente 

significante entre os subgrupos Ovx e Sham. 

 

OCN (Figuras 7 e 8) 

Aos 7 dias, as imunomarcações foram discretas para esta proteína, no subgrupo Sham das ratas 

jovens (24%) e muito discretas no subgrupo Ovx da mesma idade (12%). No grupo senis, houve 

marcações muito discretas em ambos os subgrupos experimentais (8% no subgrupo Sham e 4% 

no subgrupo Ovx). Todas essas marcações estavam localizadas em algumas áreas do tecido 

conjuntivo, principalmente na região central da interface.  
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Aos 14 dias houve marcações imunopositivas para osteocalcina em todos os subgrupos, sendo 

notadas também regiões de tecido ósseo neoformado na interface enxerto ósseo-leito receptor, 

principalmente na região central, com certo grau de maturação. Nos subgrupos Sham foram 

encontrados tecido ósseo com maior grau de maturação, expressando-se mais intensamente 

quando comparadas com o subgrupo Ovx, sendo que foram pouco intensas no subgrupo Sham do 

grupo Jovens (68%) e moderadas no subgrupo Ovx nos animais da mesma idade (48%), ao passo 

que foram moderadas no subgrupo Sham (44%) e discretas no subgrupo Ovx (32%) das ratas do 

grupo Senis. As marcações apresentaram-se nas células da linhagem osteoblástica, sendo 

incorporadas pelo tecido ósseo em formação. 

Nos grupos de 28 dias, houve maior formação de tecido ósseo na interface quando comparado ao 

período anterior, assim como maior grau de mineralização deste tecido. As imunomarcações 

foram intensas no subgrupo Sham (88%) e moderadas no subgrupo Ovx (60%) nas ratas jovens e 

pouco intensas no subgrupo Sham (68%) e moderadas no subgrupo Ovx (44%) nas ratas senis. 

Destaca-se que os osteócitos e as células de revestimento ósseo apresentaram-se imunopositivas 

para a osteocalcina, sendo que houve diferença estatisticamente significante entre os subgrupos e 

ambas idades. 
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Discussão

Embora a perda óssea pós-menopausa seja um fator de risco importante para a osteopenia e 

osteoporose, pouco se sabe sobre a contribuição do declínio do estrógeno versus idade para o 

desequilíbrio entre a formação e reabsorção óssea que ocorre durante e após a meia-idade 

(Bradsher & McKinlay 2000).  

A ovariectomia em ratas é um modelo experimental já bem estabelecido e recomendado pela 

FDA para pesquisa de osteoporose extrapolada para humanos (Bauss et al. 2002). No presente 

estudo, foram utilizadas ratas com idades de 3 e 12 meses (chamadas de grupo Jovens e Senis, 

respectivamente) com o intuito de investigar os efeitos da ovariectomia e conseqüente perda 

óssea com o decorrer do processo de envelhecimento. As ratas de 3 meses de idade apresentam 

acentuado processo de remodelação e crescimento esquelético, encontram-se em fase 

reprodutiva, sexualmente maduras, sendo capazes de responder apropriadamente à deficiência do 

hormônio sexual e às seqüelas decorrentes da ovariectomia (Kalu 1991). O uso de animais de 12 

meses de idade, já esqueleticamente maduros, assegura que as mudanças esqueléticas 

observadas, seguidas da ovariectomia, sejam primariamente devido à deficiência do hormônio 

ovariano associada a perda óssea própria da idade, sem influência do crescimento ósseo 

acelerado que ocorre em animais jovens. 

O osso autógeno, material utilizado neste trabalho, continua sendo material padrão ouro (Boyne 

& James 1980; Tatum 1986; Misch 1987) para a reconstrução dos defeitos causados por 

patologias e traumas (Tessier et al. 2005) e, principalmente, para a reconstrução dos rebordos 

possibilitando a instalação de implantes de titânio (Proussaefs & Lozada 2005; Wada et al. 2001; 

Esposito et al. 2006; Branemark et al. 1975). As propriedades osteoindutoras e osteocondutoras, 

a biocompatibilidade e a impossibilidade de transmissão de doenças são as características 
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diferenciais do osso autógeno que conferem um alto índice de sucesso (Triplett & Schow 1996; 

Hirsch & Ericsson 1991; Lundgren et al. 1996; Raghoebar et al. 1993; Wood & Moore 1998). 

De acordo com os dados histométricos obtidos no presente estudo, houve tendência a menor 

formação óssea nas ratas do Grupo Senis, mas não houve significância estatística, o que também 

foi observado em outros estudos que demonstraram redução da massa óssea com o decorrer da 

idade (Kiebzak et al. 1988; Kimmel et al. 1993; Meyer et al. 2001). Segundo Meyer et al. (2001) 

isto é devido a alterações do estado hormonal, nutrição alterada, presença de outras condições 

patológicas e diminuição de células precursoras de osteoblastos.  

Quanto à formação óssea na região da interface enxerto ósseo-leito receptor, houve menor 

quantidade de tecido ósseo neoformado nos subgrupos de ratas Ovx quando comparadas aos 

subgrupos Sham, em ambas as idades. Isto provavelmente seja devido ao papel do estrógeno na 

regulação do turnover ósseo, em que a sua ausência causa um desequilíbrio na remodelação 

óssea e o grau de absorção excede o da formação deste tecido (Turner et al. 1994; Vaananen & 

Harkonen 1996; Garnero & Delmas 1999) 

Muitos estudos sobre os mecanismos envolvidos na regulação do estrógeno no metabolismo 

ósseo tem sido realizados. Estudos clínicos que avaliam osteoporose nos maxilares tem reportado 

que a redução da massa esquelética total é diretamente relacionada à densidade óssea mandibular 

em mulheres com deficiência de estrógeno (Von Wowern 1988; Von Wowern et al. 1994). Na 

menopausa, a deficiência de estrógeno induz tanto perda óssea cortical como medular. Em nível 

celular, o estrógeno inibe a diferenciação de osteoclastos, causando diminuição do seu número e 

a quantidade de unidades de remodelação ativas (Turner et al. 1994). Em nível molecular, o 

estrógeno regula a expressão de interleucinas (IL-1, IL-6 e TNF-) e citocinas que regulam a 

reabsorção óssea (Pacifici 1992; Girasole et al. 1995). Sabe-se que a interleucina-6, interleucina-
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1 (Pacifici 1992; Girasole et al. 1995) e duas moléculas ósseas, RANKL (nuclear factor kappa-b 

ligand) e OPG (osteoprotegerina) controlam a reabsorção osteoclástica durante a deficiência de 

estrógeno. Em síntese, a reabsorção óssea é reduzida significativamente pela inibição da função 

da RANKL e seu receptor chamariz, OPG. Quanto ao mecanismo que a reabsorção óssea age 

sobre a OPG, tem sido sugerido que a deficiência de estrógeno induz um desequilíbrio no 

sistema RANKL/OPG, favorecendo a diferenciação osteoclástica. Em adição a este efeito 

indireto do estrógeno sobre osteoclastos (Lindberg et al. 2001; Pacifici 1992; Girasole et al. 

1995), há evidências que o estrógeno também pode também modular diretamente os osteoclastos 

(Eriksen et al. 1988).  

A manutenção do volume de enxertos ósseos “onlay” é altamente dependente do balanço entre 

deposição óssea e absorção, enquanto que a revascularização parece ter um papel importante na 

viabilidade do enxerto, particularmente nas atividades osteoblásticas e osteoclásticas (Chen et al. 

1994).  

No presente trabalho, o subgrupo Ovx claramente apresentou uma diminuição da expressão da 

OCN aos 28 dias sugerindo que a deficiência de estrógeno contribuiu para o retardo do processo 

de reparo alterando o turnover da matriz extracelular. Os subgrupos Ovx apresentaram tendência 

a diminuição da expressão da OCN no período de 14 dias e diminuição estatisticamente 

significante no período de 28 dias, tanto nas ratas jovens quanto nas ratas senis. Este estudo está 

de acordo com Zecchin et al. (2005) que apresentou uma diminuição estatisticamente 

significante das atividades gelatinolíticas e da expressão de MMP-2 e -9 e do colágeno tipo I e 

III em ratas ovariectomizadas. O declínico de estrógeno induzido pela ovariectomia afeta o 

turnover ósseo após extração dental com aumento da reabsorção óssea e redução da formação 

(Elovic et al. 1995; Shimizu et al. 1995; Shimizu et al. 2000; Hsieh et al. 1995; Jahangiri et al. 
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1997; Teófilo et al. 2004), assim como aumenta a perda óssea em periodontites induzidas por 

ligaduras (Duarte et al. 2004a; Duarte et al. 2004b), afeta negativamente o tecido ósseo de 

sustentação dental (Duarte et al. 2006) e diminui o reparo ósseo e sua densidade ao redor de 

implantes de titânio (Nociti et al. 2002). 

O grau de proliferação de células endoteliais e de maturação dos osteoblastos no tecido formado 

durante o processo de reparo ósseo foi avaliado através de reações imunoistoquímicas contra a 

molécula de adesão plaquetas-células endoteliais (PECAM-1) e a proteína OCN com o intuito de 

trazer informações a respeito da neoformação vascular e da mineralização óssea nos 

procedimentos de enxertia. A imunoistoquímica permite a análise das respostas celulares 

preservando a estrutura tecidual favorecendo a sua comparação aos eventos teciduais descritos 

pela análise da coloração por hematoxilina e eosina. 

O processo de mineralização, que se constitui na etapa final do processo de reparo, se dá pela 

deposição de cálcio sobre a matriz de colágeno, constituinte principal da matriz orgânica do 

tecido ósseo. Com relação ao processo de deposição de cálcio, considera-se efetiva a 

participação de proteínas da matriz óssea não colagenosas e sintetizadas pelos osteoblastos, 

principal componente celular do tecido ósseo. Dentre as proteínas não colagenosas presentes no 

tecido ósseo, destacamos a osteocalcina, osteopontina e sialoproteína óssea como sendo 

importantes para o processo de mineralização (Oliveira et al. 2003; Shyng et al. 1999). 

A osteocalcina deve ser destacada, uma vez que dentre as proteínas não colagenosas da matriz, é 

a que se expressa em maior quantidade (Gerstenfeld et al. 1987). Além disso, é um produto dos 

osteoblastos considerado um marcador da formação óssea (Brown et al. 1984). Contudo, a 

osteocalcina é liberada da matriz óssea para a corrente sanguínea durante o processo de 
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reabsorção óssea, sugerindo que ela também seja um marcador do turnover ósseo (Di Carlo et al. 

2007; Kim et al. 2006; Ivaska et al. 2004; Page et al. 1993; Delmas et al. 1990). 

No presente estudo, no grupo Jovens, houve menor marcação de osteocalcina no subgrupo Ovx, 

em todos os períodos experimentais, comparados com o subgrupo Sham, sendo que o grau de 

intensidade aumentou com o decorrer do tempo. Isto também ocorreu no grupo Senis, porém 

com marcações menos intensas quando comparadas com as do grupo Jovens. 

Vale destacar que a maioria dos trabalhos na literatura analisa a osteocalcina no soro e não sua 

expressão diretamente no tecido ósseo (Kim et al. 2006; Di Carlo et al. 2007). A técnica de 

imunoistoquímica permite a preservação da citoarquitetura do tecido analisado, aspecto 

importante a ser considerado, pois a osteocalcina, um indicador do turnover ósseo, é sintetizada 

por osteoblastos e incorporada na matriz óssea pela ligação da hidroxiapatita por uma reação 

cálcio-dependente (Dickson 1993). Somente uma pequena porção desta proteína é liberada na 

corrente sanguínea (Price et al. 1980). A sua marcação diretamente no tecido ósseo permite uma 

melhor análise do seu papel desempenhado junto à precipitação do cálcio sobre a matriz orgânica 

do tecido. 

Quanto às imunomarcações da PECAM-1, elas foram mais intensas nos subgrupos Sham, sendo 

mais evidentes no período de 14 dias,quando comparados aos subgrupos Ovx, que apresentaram 

menos marcações independentemente da idade dos animais. Com relação aos grupos de ratas 

Jovens e Senis, notou-se marcações mais intensas no primeiro grupo. Estes achados 

provavelmente são devido ao fato de o estradiol aumentar a proliferação e migração endotelial 

(Morales et al. 1995) mediada pelo receptor clássico de estrógeno, que se expressa em células 

endoteliais (Venkov et al. 1996; Kim-Schulze et al. 1996). Este efeito provê um mecanismo para 

o efeito angiogênico do estradiol. 
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O estudo de Brandi et al. (1993) mostrou a presença de receptores funcionais de estrógeno em 

células endoteliais ósseas in vitro, sugerindo um papel dos estrógenos na angiogênese e no 

processo de remodelação óssea. 

Alterações mediadas pelo estrógeno na expressão de certas moléculas de adesão tem sido 

mostradas em células endoteliais (Cid et al. 1994; Caulin-Glaser et al. 1996) e outros tipos 

celulares (Frazier-Jessen et al. 1995; Kovacs et al. 1996; Li et al. 1995; Suzuki et al. 1997). A 

importância do mecanismo desses efeitos são refletidos em estudos em humanos e animais, 

notando a associação entre alterações nos hormônios sexuais, mudanças nos padrões de 

expressão das moléculas de adesão e proteínas da matriz, e modificação da atividade angiogênica 

(Iruela-Arispe et al. 1996; Horak et al. 1992; Morales et al. 1995; Lewis et al. 1995). 

Pouca capilarização está geralmente considerada como um sinal de vitalidade reduzida em 

atividades ósseas biológicas, como achados de que o fluxo sanguíneo no tecido ósseo está 

intimamente associado com a taxa de trabalho das unidades multicelulares individuais básicas do 

osso trabecular (Reeve et al. 1988).  

Os resultados imunoistoquímicos do presente trabalho estão em concordância com os resultados 

histométricos, já que a osteocalcina apresentou maior marcação com o decorrer dos períodos 

experimentais, sendo mais evidentes nos subgrupos Sham, mostrando que o processo de 

mineralização óssea é afetado com a depleção de estrógeno. Portanto, os subgrupos Ovx 

apresentaram menor formação óssea na região da interface, podendo ser devido à menor 

vascularização marcada pela PECAM-1, sendo que a angiogênese é considerada um fator 

essencial para nutrição do enxerto ósseo e decorrente neoformação óssea (De Marco et al. 2005). 

Dentro dos limites deste estudo, é possível concluir que a deficiência de estrógeno afeta 

negativamente o processo inicial da angiogênese e provoca uma diminuição da mineralização 
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óssea, tanto em ratas jovens quanto senis, sendo que esses efeitos foram mais negativos nos 

grupos de ratas de 12 meses de idade. 
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Tabela 1 – Médias e desvios-padrão da quantidade de tecido ósseo neoformado, nos grupos 

Jovens e Senis, aos 14 e 28 dias pós-operatórios. 

 

 JOVENS SENIS 

SHAM OVX SHAM OVX 

Média desvio-

padrão 

Média desvio-

padrão 

Média desvio-

padrão 

Média desvio-

padrão 

14 dias 62,37  6,49 Aa 44,75  4,24 Ab 

 

54,21  13,94 Aa 32,89  11,78 Ab  

28 dias 79,58  7,62 Ba 60,09  6,81 Bb 73,65  15,13 Ba  53,09  19,60 Bb 



Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente significante intra 

grupos/subgrupos em períodos diferentes pelo teste de Tukey (p0.05). 
 

Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença estatisticamente significante intra 

grupos/subgrupos no mesmo período pelo teste de Tukey (p0.05). 

 

 Símbolos iguais nas linhas indicam que não há diferença estatisticamente significante inter 

grupos, nos mesmos períodos, de acordo com o teste de Tukey (p0.05). 
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Tabela 2 – Imunomarcações medidas em porcentagens de PECAM-1 e OCN nos grupos Jovens e 

Senis, aos 7, 14 e 28 dias pós-operatórios. 

 JOVENS SENIS JOVENS SENIS 

PECAM PECAM OCN OCN 

SHAM 7 dias 24% 16% 24% 8% 

OVX 7 dias 20% 16% 12% 4% 

SHAM 14 dias 72% 68% 68% 44% 

OVX 14 dias 52% 28% 48% 32% 

SHAM 28 dias 48% 48% 88% 68% 

OVX 28 dias 40% 32% 60% 44% 
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Tabela 3 – Imunomarcações medidas em escores obtidos a partir das porcentagens de PECAM-1 

e OCN nos grupos Jovens e Senis, aos 7, 14 e 28 dias pós-operatórios. 

ESCORES: 

Ausente = + (0%)                   / Muito discreta = ++ (1-20%)         / Discreta = +++ (21-40%) 

Moderada = ++++ (41-60%) / Pouco intensa = +++++ (61-80%) / Intensa = ++++++ (81-100%) 

 JOVENS SENIS JOVENS SENIS 

PECAM PECAM OCN OCN 

SHAM 7 dias Discreta  Muito discreta Discreta Muito discreta 

OVX 7 dias Muito discreta Muito discreta Muito discreta Muito discreta 

SHAM 14 dias Pouco intensa Pouco intensa Pouco intensa Moderada 

OVX 14 dias Moderada Discreta Moderada Discreta 

SHAM 28 dias Moderada Moderada Intensa Pouco intensa 

OVX 28 dias Discreta Discreta Moderada Moderada 
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Figura 1 – AON nos grupos experimentais (Grupos Jovens e Senis; subgrupos Sham e Ovx) nos 

períodos de 14 e 28 dias pós-operatórios. 
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     (a)                                                                                       (b)                                 

      

      (c)                                                                                      (d) 

Figura 2 - Gráficos da análise semi-quantitativa das imunomarcações de PECAM-1 e OCN nos 

períodos analisados (7, 14 e 28 dias pós-operatórios). (a) Grupo Jovens – PECAM-1; (b) Grupo 

Senis – PECAM-1; (c) Grupo Jovens – OCN; (d) Grupo Senis – OCN. 
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Anexo A – Resultados semi-quantitativos das imunomarcações de PECAM-1 e OCN em 

todos os grupos e períodos experimentais. 

 

Ratas Jovens 

           7 DIAS - SHAM         7 DIAS - OVX       

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

 

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

CX94R3 ++ 20% ++ 20% 

 

CX88R1 ++ 20% ++ 20% 

CX94R5 ++ 20% +++ 40% 

 

CX88R5 + 0% + 0% 

CX95R3 +++ 40% + 0% 

 

CX89R2 + 0% ++ 20% 

CX98R4 ++ 20% +++ 40% 

 

CX89R3 ++ 20% ++ 20% 

CX98R5 ++ 20% ++ 20% 

 

CX89R5 ++ 20% +++ 40% 

média 

 

24% 

 

24% 

 

média 

 

12% 

 

20% 

           14 DIAS - SHAM         14 DIAS - OVX       

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

 

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

CX96R4 ++++ 60% ++++ 60% 

 

CX90R1 +++ 40% +++ 40% 

CX96R5 +++++ 80% +++++ 80% 

 

CX90R5 ++++ 60% ++++ 60% 

CX97R1 +++ 40% ++++ 60% 

 

CX91R5 +++ 40% ++++ 60% 

CX97R2 +++++ 80% ++++++ 100% 

 

CX91R4 +++ 40% ++++ 60% 

CX97R3 +++++ 80% ++++ 60% 

 

CX91R2 ++++ 60% +++ 40% 

média 

 

68% 

 

72% 

 

média 

 

48% 

 

52% 

           28 DIAS - SHAM         28 DIAS - OVX       

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

 

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

BLOCO1 ++++++ 100% ++++ 60% 

 

BLOCO1 ++++ 60% +++ 40% 

BLOCO2 +++++ 80% +++ 40% 

 

BLOCO2 ++++ 60% +++ 40% 

BLOCO3 +++++ 80% +++ 40% 

 

BLOCO3 ++++ 60% +++ 40% 

BLOCO5 ++++++ 100% +++ 40% 

 

BLOCO4 +++++ 80% +++ 40% 

BLOCO7 +++++ 80% ++++ 60% 

 

BLOCO9 +++ 40% +++ 40% 

média 

 

88% 

 

48% 

 

média 

 

60% 

 

40% 
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Ratas Senis 

 

7 DIAS - SHAM         7 DIAS - OVX       

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 
 

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

CX3R5 + 0% + 0% 
 

CX2R1 ++ 20% ++ 20% 

CX9R1 ++ 20% + 0% 
 

CX21R1 + 0% ++ 20% 

CX9R3 ++ 20% ++ 20% 
 

CX21R3 + 0% ++ 20% 

CX9R4 + 0% ++ 20% 
 

CX22R1 + 0% ++ 20% 

CX18R1 + 0% +++ 40% 
 

CX22R3 + 0% + 0% 

média 
 

8% 
 

16% 
 

média 
 

4% 
 

16% 

           14 DIAS - SHAM         14 DIAS - OVX       

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 
 

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

CX1R1 ++++ 60% +++++ 80% 
 

CX2R4 +++ 40% ++ 20% 

CX7R3 +++ 40% ++++ 60% 
 

CX2R5 +++ 40% +++ 40% 

CX11R2 ++ 20% +++ 40% 
 

CX6R3 ++ 20% +++ 40% 

CX11R3 +++ 40% ++++ 60% 
 

CX6R4 ++ 20% ++ 20% 

CX11R5 ++++ 60% ++++++ 100% 
 

CX35R4 +++ 40% ++ 20% 

média 
 

44% 
 

68% 
 

média 
 

32% 
 

28% 

           28 DIAS - SHAM         28 DIAS - OVX       

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 
 

RATA OSTEOCALCINA PECAM-1 

CX8R2 ++++ 60% +++ 40% 
 

CX1R5 ++++ 60% +++ 40% 

CX8R4 +++++ 80% +++ 40% 
 

CX3R2 ++ 20% +++ 40% 

CX10R1 +++++ 80% ++++ 60% 
 

CX3R3 +++ 40% +++ 40% 

CX10R2 ++++ 60% ++++ 60% 
 

CX4R4 +++ 40% ++ 20% 

CX10R4 ++++ 60% +++ 40% 
 

CX5R4 ++++ 60% ++ 20% 

média 
 

68% 
 

48% 
 

média 
 

44% 
 

32% 
 

           

     

MARCAÇÕES ESCORES 
 ausente + 0% 

muito discreta ++ 20% 

discreta +++ 40% 

moderada ++++ 60% 

pouco intensa +++++ 80% 

intensa ++++++ 100% 
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Anexo B – PROTOCOLO DE IMUNOÍSTOQUÍMICA – TÉCNICA DA 
IMUNOPEROXIDASE (www.erviegas.com.br) 
 
1° dia: começar os 2 dias no mesmo horário 
 

a- colocar as lâminas na estufa a 60° por 15 minutos para amolecer a parafina 
 

b- colocar as lâminas na grade: 
1- Passar no Xilol 1, 2, 3 (5 minutos cada) 
2- Passar no Álcool absoluto 1, 2, 3 (2 minutos cada) 
3- Passar no Álcool 70% por 2 minutos (hidrata) 
4- Lavar em PBS: 3 banhos de 1,5 minutos cada (5 minutos no total) 
 

PBS com Triton – para lavar (pode usar os mesmos frascos, só lavar com água corrente 
entre as trocas) 
PBS sem Triton – para diluir o anticorpo 
 

c- H2O2 a 30% (20mL) em 180mL de PBS sem Triton (a solução final fica a 3%). 
Fazer esta solução e deixar e deixar as lâminas por 45 minutos, no escuro, 
para não perder a ação (diminuir a atividade da peroxidase). Para deixar no 
escuro, cobrir com um tupperware de cor opaca. 

 
d- Lavar com PBS + Triton por 5 minutos – 3 banhos de 1,5 minuto 
 
e- Tampão citrato (preparar na hora). Não precisa ser no escuro. Aquecer antes, 

até atingir 95-100°. Então colocar as lâminas e deixar por 20 minutos. Depois 
deixar 20 minutos esfriando na bancada. 

 
f- Não lavar as lâminas aqui. Ir para a etapa do leite molico. 
 
g- Colocar as lâminas no leite molico desnatado. Preparar na hora. O leite tem 

muita avidina que consome a biotina endógena. Preparo: Misturar 8g de leite 
em pó com 200mL de H2O destilada. Agitar sem medir o pH e deixar as 
lâminas por 20 minutos. 

 

 
h- Não lavar, só secar com papel filtro. Delimitar com caneta, o corte. 
 

 

http://www.erviegas.com.br/
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i- Pipetar em cima do corte 50 ou 100μL de anticorpo primário. Preparo do 

PBS.BSA a 0,1%: Para obtermos BSA 0,1%, coloca-se 0,1 g de BSA em 100 mL 
de PSB sem Triton. Então para 30mL de PBS sem Triton coloco 0,03g de BSA. 
Diluição do anticorpo primário com PBS.BSA 0,1%: 
Começo sempre da menor concentração: 
- 1:50 
- 1:100 
- 1:200 
- 1:400 
- 1:500 (padronizar) 
 
Um exemplo: 1:50 = 10μL de anticorpo + 490μL PBS.BSA 0,1%. Isto 
corresponde a 20 μL de anticorpo primário + 980 μL de PBS.BSA 0,1%. Para 
fazer este cálculo faço o seguinte: 1:50 = 1000:50 = 20 μL. Esta será a 
quantidade de anticorpo para o restante de PBS.BSA. Ou seja, o que falta para 
completar 1mL (980 μL). Depois de feito isso, calculo o total de lâminas e 
quanto de cada anticorpo vou pipetar nos cortes, para saber qto de anticorpo 
diluído vou precisar (ex: se para cada corte gasto 50 μL, qdo tiver 10 cortes, 
gastarei 500 μL). 
 

j- Repousar em geladeira (ou ambiente) por 18hs, dentro de um suporte 
fechado com tampa. 
 
 

2° dia: começar os 2 dias no mesmo horário 
 
Observações: Controles + e –. Lavar sempre em potes separados para não contaminar 
com anticorpo as lâminas que estão sem anticorpo. 
- Para cada reação (independente do número de lâminas e cortes) eu corro 3 lâminas 
separadas. Ex: 10 lâminas minhas que serão o controle positivo, ou seja, receberão 
anticorpo. Mais: 1 lâmina minha sem anticorpo (controle negativo), uma lâmina com 
tumor e anticorpo (controle positivo) e uma lâmina com tumor e sem anticorpo 
(controle negativo). 
 

a- Lavar as lâminas em PBS com Triton por 5 minutos (2,5minutos cada) 
 

b- Secar as lâminas com papel filtro ou lenço de papel e colocar no porta lâminas 
 

c- Pipetar o anticorpo secundário já diluído = 50 μL. A diluição vem descrita na 
bula. 
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d- Deixar 1 hora em temperatura ambiente. Depois lavar por 5 minutos em PBS 
+ Triton (3 vezes de 1,5 minuto, com total de 5 minutos). 

 

e- Depois de 15 minutos (faltando 45 minutos para completar 1 hora) já preparo 
o complexo. Preparo do complexo para 20 lâminas: Ver no kit. Geralmente 
são 3 soluções A + B + C (anticorpo). Pegar 10 μL A + 10 μL B + 1680 μL de 
PBS.BSA. Pipetar o complexo sobre os cortes e deixar por 45 minutos. A 
quantidade de pipetagem é a mesma para os cortes. Desde o início ao fim. 

 
f- Lavar 5 minutos em PBS + Triton. Não secar. 

 
g- Aplicar a DAB (1mL de substrato + 1 gota de DAB) para 20 lâminas. Fica cor 

de laranja. Esta deve ser preparada na hora. Aplicar 50 μL de cromógeno na “ 
câmara escura” por 5 minutos. 
 

h- Lavar em H2O destilada – colocar em cuba com água para paralisar a reação e 
pode corar imediatamente. 
 

i- Corar só com Hematoxilina sem Eosina, pela técnica convencional com os 
tempos normais para HE. Após a Hematoxilina, lava por 10 mins em água 
corrente, depois já passa pelos álcoois e xilol, e monta as lâminas.  

 

 

Reconstituição do anticorpo secundário: Coloco 1mL de água destilada. Para calcular 
quanto dele uso (diluição), vejo na bula que recomenda: 2-10 μL/mL.  

Se pretendo usar 1:200, vou analisar se está dentro da faixa recomendada.  
 
Pego a quantidade total de pó que reconstitui (1,5mg) e divido pela diluição que quero: 
200.Então, 1,5mg:200= 0,0075mg em 1mL. Ou seja, 7,5 μg/mL. 
 
 
 

PREPARO DAS SOLUÇÕES DE TAMPÃO PARA IMUNO: 
 
 
Tampão Fosfato Salino (PBS) – pH 7.2 a 7.4 
 
1 Litro de água destilada 
1,38g NaH2PO4.H2O (fosfato monobásico de sódio monohidrato) 
6,96g K2HPO4 
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7,2g NaCl (cloreto de sódio) 
 
Conferir o pH 
Para facilitar, preparar concentrado 10 vezes e diluir no momento do uso. 
PBS + Triton 
 
Para cada litro de PBS, adicionar 1mL de triton 
 

 

H2O2 3% 
 
180mL de PBS sem triton 
20mL de H2O2 30% (estoque) 
 
 
Tampão Fosfato-Citrato – pH 6.0 
 
200mL de água destilada 
1,42g de fosfato dibásico de sódio anidro 
0,96g de ácido cítrico 
 
Conferir o pH 
Este tampão deve começar a ser aquecido enquanto as lâminas estiverem na água 
oxigenada, para que no momento da incubação a solução tenha atingido a temperatura 
ideal. 
Todas as soluções, exceto o PBS, devem ser preparadas no momento do uso. Os 
reagentes podem ser previamente pesados e armazenados na quantidade certa. 
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Anexo C- Ilustração do Procedimento Cirúrgico. 

 

    

1. Preparo do leito receptor. a) incisão linear na região de ângulo da mandíbula expondo o músculo 

masseter; b) divulsão do músculo masseter com tesoura de ponta romba. 

     

2. Preparo do leito receptor. a) deslocamento do periósteo do lado medial da mandíbula juntamente com 

o músculo pterigóideo medial, com auxílio de um Hollenback nº.3s; b) raspagem superficial do leito 

receptor para remoção do periósteo. 

 

3. Afastadores especialmente desenvolvidos para adequada visualização e acesso ao leito receptor da 

mandíbula.  

  (a) (b) 

(a) (b) 
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4. Área doadora. a) remoção do enxerto da região parietal direita com trefina; cirúrgica, sob irrigação 

com solução fisiológica. b) bloco ósseo removido em toda espessura da díploe. 

 

     

5. Enxerto ósseo. a) broca posicionada no centro do enxerto ósseo para perfuração; b) perfuração do 

leito receptor da mandíbula com broca. 

 

     

6. Fixação do enxerto. a) fio de poliéster verde trançado nº.5-0 transpassando o enxerto ósseo e o leito 

receptor da mandíbula. b) Enxerto suturado e estabilizado. 

 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Anexo D - Ilustração da Análise histométrica. 

 

 
A – Imagem selecionada para análise histométrica com o programa ImageLab 2000. 
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B – Delimitação da Área Total da interface enxerto ósseo-leito receptor. 

 

 
C – Delimitação de cada unidade de tecido ósseo neoformado (AON) na região da interface 

enxerto ósse-leito receptor. 
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Anexo F – Certificado do Comitê de Ética em Experimentação Animal 

 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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