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RESUMO 

 
 

O estudo avaliou a expressão imunoistoquímica dos marcadores de 
formação óssea Osteocalcina (OCC), Osteonectina (ONC) e Sialoproteína 
Óssea (BSP), e do marcador de reabsorção óssea Ligante do Receptor 
Ativador do Fator Nuclear Kappa-β (RANKL) no processo de reparo do 
enxerto ósseo autógeno em bloco, recoberto ou não por membrana de 
Politetrafluoretileno expandido (PTFE-e), em ratas com deficiência 
estrogênica induzida. Para tanto, foram avaliadas espécimes de Enxerto 
Ósseo Autógeno (EOA) recobertos ou não por membrana de PTFE-e, 
provenientes de 80 ratas, divididas aleatoriamente em 2 grupos (OVZ e 
SHAM). As 40 ratas pertencentes ao grupo OVZ foram submetidas à 
cirurgia de ovariectomia e as 40 do grupo SHAM à cirurgia de 
ovariectomia simulada. Os dois grupos foram subdivididos em E, onde foi 
realizada cirurgia para colocação de EOA, e grupo ME, onde o EOA foi 
recoberto por membrana de PTFE-e. Os períodos avaliados foram dia 0, 
7, 21, 45 e 60 dias. Os espécimes foram incluídos em parafina, para 
realização de cortes seriados com 3 μm de espessura, que foram 
estendidos em lâminas previamente tratadas pelo 3-
aminopropiltrietoxisilano e então foram submetidos à técnica 
imunoistoquímica para os marcadores OCC, BSP, ONC e RANKL. Os 
resultados mostraram marcação mais intensa da BSP nos dias 7 e 21. No 
sétimo dia, observou-se marcação intensa da ONC e RANKL, enquanto a 
OCC mostrou maior positividade nos dois últimos períodos. No último 
período avaliado, as características de marcação quanto à intensidade e 
às estruturas marcadas se assemelharam com os períodos iniciais para 
todos os marcadores. Os resultados permitiram concluir que o 
metabolismo ósseo foi mais intenso entre os dias 7 e 21, enquanto a 
maior taxa de remodelação foi observada aos 7 dias. A partir do 45º dia, o 
osso neoformado já exibia características de osso maduro. A expressão 
dos marcadores imunoistoquímicos não foi alterada pela deficiência 
estrogênica, mas sim pela presença da membrana de PTFE-e. 
 
 
Palavras-chave: Deficiência estrogênica. Regeneração Óssea Guiada. 
Reparo Ósseo. Osteocalcina. Osteonectina. Sialoproteína Óssea. RANKL. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

O aumento da expectativa de vida é acompanhado pelo 

aumento de doenças associadas a idades mais avançadas, como 

hipertensão, diabetes e osteoporose. Associado ao envelhecimento da 

população observa-se maior demanda por procedimentos estéticos e 

funcionais reconstrutivos, como os implantes osseointegrados. 

Um dos requisitos para o sucesso dos implantes 

osseointegrados é que a área receptora tenha quantidade suficiente de 

tecido ósseo, situação que não ocorre em muitos casos. Nesses casos, 

pode-se lançar mão de técnicas que visam o ganho de tecido ósseo. 

Dentre essas técnicas, a considerada “gold standard” é a do enxerto 

ósseo autógeno (Jardini et al., 2005), devido às suas propriedades 

osteogênicas e por não apresentar riscos de rejeição (Khan et al., 2005). 

A técnica da Regeneração Óssea Guiada tem sido associada aos 

enxertos ósseos autógenos, com melhores resultados, como tem sido 

demonstrado por diversos estudos (Alberius et al. 1992; Donos et al. 

2002). 

As proteínas não-colágenas apresentam papel importante 

na organização da matriz colágena e na regulação da formação e 

crescimento dos cristais de hidroxiapatita (Ganss et al., 1999) e estão 

relacionadas com a formação e reparo de tecidos mineralizados (McKee 

et al., 1996), enquanto a interação Osteoprotegerina/ Receptor ativador 

do fator nuclear kappaβ/ Ligante do receptor ativador do fator nuclear 

kappaβ (OPG/RANK/RANKL) tem papel fundamental no processo de 

osteoclastogênse, e é crítica para a regulação da remodelação óssea 

(Cao et al., 2005). 
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A influência da osteoporose pós-menopausa no processo 

de reparo dos enxertos ósseos autógenos em bloco ainda não é 

completamente conhecida e explicada, o que leva muitos autores e 

profissionais a contra-indicarem os implantes osseointegrados nesses 

pacientes. Dessa maneira, torna-se necessário a avaliação do processo 

de reparo dos enxertos ósseos autógenos nesses pacientes. 

 

 



22 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

2.1 Remodelação Óssea 

 

 

A saúde óssea é mantida pelo balanço do processo de 

remodelação (Young, 2003; Cao et al., 2005; Lerner, 2006; McCormick, 

2007), que garante a reposição contínua de osso velho, fragilizado por 

microfraturas, por osso novo (Lerner, 2006; McCormick, 2007).  

Durante o crescimento, a formação óssea é maior que a 

reabsorção, ocorrendo aumento da massa óssea. Com a aproximação da 

idade adulta, o processo de remodelação caracteriza-se pelo reparo 

contínuo do osso através de ciclos coordenados de formação óssea por 

osteoblastos e reabsorção por osteoclastos (Cao et al., 2005; Lerner, 

2006; McCormick, 2007; Gallagher, 2008). As taxas de formação e 

reabsorção estão intimamente ligadas, aumentando e diminuindo de 

maneira sinérgica (Lerner, 2006; Gallagher, 2008). A perda óssea tem 

início logo no início da idade adulta e continua até o envelhecimento (Cao 

et al., 2005). 

Embora o estágio final do processo de reabsorção óssea 

seja marcado pela presença de osteoclastos multinucleados aderidos à 

superfície óssea, há uma fase inicial de ativação em que aparecem 

precursores de osteoclastos e antecedem a fase reabsortiva.  A 

reabsorção se completa em período de 10 a 14 dias, e em seqüência, o 

processo de neoformação óssea se inicia e preenche a cavidade pelos 
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próximos 6 a 9 meses. Este processo é dinâmico e localizado, e ocorre 

em diversos sítios do esqueleto (Gallagher, 2008). 

Falhas no processo de remodelação podem levar à perda 

de tecido ósseo, e é observada em condições patológicas como 

osteoporose, periodontite, osteíte periapical, osteomielite, perda de 

próteses ortopédicas, metástase de câncer (Young, 2003; Lerner, 2006). 

A superfície de todos os ossos é recoberta por uma 

camada de osteoblastos. Os osteoblastos controlam a formação e 

ativação dos osteoclastos. A ativação do ciclo de remodelação leva, 

inicialmente, à degradação de osteóide não-mineralizado, presente entre 

a camada de osteoblastos e o osso mineralizado. Quando a remodelação 

é iniciada, os osteoclastos criam lacunas de reabsorção, que serão 

povoadas por células mononucleadas. Em seguida, células precursoras 

de osteoblastos são recrutadas para a lacuna, onde irão se diferenciar em 

osteoblastos ativos que preencherão a lacuna de reabsorção com osso 

novo (Lerner, 2006). 

 

 

2.2 Osteoporose 

 

 

A osteoporose é uma doença que afeta milhões de 

pessoas no mundo, e caracteriza-se por diminuição da massa óssea, 

deterioração da estrutura óssea, levando a um decréscimo da força óssea 

e aumento do risco de fraturas (Lerner, 2006). 

A fragilidade óssea é associada com múltiplos fatores de 

risco, sendo os mais importantes a idade avançada, sexo feminino, baixo 

peso corpóreo, baixa densidade mineral, menopausa precoce, distúrbios 

alimentares e história materna de osteoporose (McCormick, 2007). 
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Estima-se que 75 milhões de pessoas na Europa, Japão e 

EUA são afetadas, o que levaria a um número de 2,3 milhões de fraturas 

anuais decorrentes de osteoporose apenas na Europa e EUA. As 

mulheres são acometidas em proporção 3 vezes maior que os homens 

(WHO, 2003).  

A densidade óssea inicia seu declínio antes da meia-idade 

(Lips et al., 1978), quando ocorre a diminuição dos níveis de estrogênio 

na mulher (Slemenda et al., 1996). Condições adversas, como tabagismo, 

sedentarismo, inflamação gastrointestinal e mal-absorção são fatores 

etiológicos para a diminuição da integridade esquelética (McCormick, 

2007). 

A Organização Mundial de Saúde propôs, em 1994, uma 

classificação para diagnóstico da osteoporose. Segundo essa 

classificação, o diagnóstico da osteoporose é dado quando a densidade 

mineral óssea for menor que 2,5 desvios-padrões, independente da 

ocorrência de uma fratura. Quando a densidade mineral óssea variar 

entre -1 e -2,5 desvios-padrões é classificada como osteopenia (WHO, 

2003).  

A prevenção da osteoporose deve começar muito antes da 

menopausa. Nutrição deficiente nos períodos de pico de massa óssea 

pode resultar no aumento do risco de fraturas em idade avançada (Brabaj 

et al., 2005). 

O estrogênio é o principal hormônio regulador da 

remodelação óssea, importante tanto para a mulher como para o homem. 

O estrogênio limita a perda óssea através de seus efeitos sobre a 

atividade dos osteoblastos e osteoclastos (Kalaitzidis; Gilmore, 2005). 

A diminuição dos níveis de estrogênio leva ao aumento do 

número de sítios de remodelação, devido ao aumento da formação de 

osteoclastos e diminuição da formação de osso novo nas lacunas de 

reabsorção, com consequente diminuição da massa óssea e aumento do 

risco de desenvolver osteoporose. Esse fato pode ser explicado pela 
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presença de receptores de estrogênio em células progenitoras de 

osteoclastos e osteoclastos multinucleados, ou ainda devido ao aumento 

da expressão, nas células T, de citocinas capazes de estimular a 

osteoclastogênese (Lerner, 2006; McCormick, 2007). 

 

 

2.3 Proteínas não-colágenas da matriz óssea 

 

 

A matriz óssea é composta de material orgânico e mineral. 

O colágeno tipo I é o produto primário dos osteoblastos durante a 

formação da matriz óssea (Aubin; Liu, 1996) e compreende 85% a 90% 

do total da matriz óssea orgânica (Termine; Robey, 1996). 

As proteínas não-colágenas compreendem um grupo de 

proteínas ácidas que se ligam a mineral, e mostram extensivas 

modificações como glicosilação, fosforilação e sulfatação. Apresentam 

diversas funções relacionadas à formação, remodelação e reparo de 

tecidos mineralizados de origem colágena (McKee et al., 1996). 

As proteínas não-colágenas apresentam papel importante 

na organização da matriz colágena e na regulação da formação e 

crescimento dos cristais de hidroxiapatita (Ganss et al., 1999). 

A incorporação dessas proteínas na matriz pode variar de 

acordo com o estágio de formação das unidades do osso. Sua 

distribuição específica e relação espacial podem estar relacionadas à 

função de cada proteína durante a reabsorção e formação. Os padrões 

distintos de localização dessas proteínas no osso sustentam a hipótese 

de que, além das propriedades estruturais e de indução mineral, essas 

proteínas podem influenciar eventos associados com remodelação óssea, 

como recrutamento, adesão, diferenciação e atividade de células ósseas 

(Ingram et al., 1993). 
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2.3.1 Osteocalcina 

 

 

A Osteocalcina (OCC) é uma pequena proteína de 5,8 kDa 

encontrada exclusivamente em tecidos mineralizados, produzida por 

osteoblastos durante a síntese de tecido ósseo (Lerner, 2006; Miheller et 

al., 2007; Inanç et al., 2007) e odontoblastos (Diniz-Santos et al., 2008). É 

a proteína não-colágena mais abundante do osso (Crăcium et al., 2000). 

É também conhecida como proteína Gla Óssea, devido à presença de 

resíduos de ácido glutâmico modificados (Lim et al., 2007). 

Após sua síntese e secreção, 80% se liga à matriz de 

hidroxiapatita (Crăcium et al., 2000), e quantidades proporcionais caem 

na corrente sanguínea (Miheller et al., 2007). Portanto, níveis séricos ou 

plasmáticos de OCC são úteis na avaliação da formação e reabsorção 

óssea (Lerner, 2006). 

A OCC está associada às fases iniciais da mineralização e 

na regulação do crescimento dos cristais (Hunter et al., 1996), sendo 

portanto um marcador tardio da atividade osteoblástica (Aubin; Liu, 1996; 

McCormick, 2007;) 

Estudo de McKee et al. (1992) mostrou associação da 

OCC com regiões mineralizadas de matrizes extracelulares do osso e 

cartilagem e o acúmulo dessas proteínas nas superfícies teciduais, dado 

consistente com a hipótese de que tenham papel fundamental no 

processo de mineralização extracelular e/ou que possam mediar a adesão 

celular. 

Ivanovski et al. (2000) avaliaram, através da 

imunoistoquímica, a regeneração tecidual guiada, com a barreira de 

PTFE-e em defeitos ósseos criados. A OCC foi marcada mais 

intensamente no osso maduro quando comparado ao osso em processo 
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de regeneração. O padrão de imunolocalização das macromoléculas da 

matriz extracelular sugere que a população de células heterogêneas que 

preencheu o defeito ósseo criou um ambiente favorável à regeneração 

periodontal. 

A OCC é também um marcador útil no diagnóstico de 

tumores malignos, como o osteossarcoma (Takada et al., 1992; Fanburg 

et al., 1997). 

 

 

2.3.2 Sialoproteína Óssea 

 

 

A Sialoproteína Óssea (BSP) é uma fosfoproteína não-

colágena de 75kD, glicosilada e sulfatada (Fisher et al., 1990; Ganss et 

al., 1999), encontrada quase que exclusivamente em tecidos 

mineralizados (Bianco et al., 1993; Ganss et al., 1999) e constitui 

aproximadamente 8 a 12% do total de proteínas não-colágenas do osso 

(Fisher et al., 1990; Bianco et al., 1993). É sintetizada e secretada por 

células formadoras de osso (Bianco et al., 1991; Bianco et al., 1993; 

Ganss et al., 1999; Inanç et al., 2007), dentina e cemento (Chen et al., 

1998; Ganss et al., 1999; Inanç et al., 2007) e condrócitos hipertróficos 

(Bianco et al., 1991; Fisher et al., 2001).  

A BSP pertence à família de proteínas chamada SIBLING 

(do inglês: small integrin binding ligand N-linked glycoprotein) (Fisher; 

Fedarko, 2003; Fisher et al., 2001). 

A BSP se liga seletivamente à hidroxiapatita e ao colágeno 

(Termine et al., 1981; Fisher et al., 2001). Está associada à quimioatração 

de pré-cementoblastos, adesão à superfície radicular e diferenciação 

celular (Lao et al., 2006). 
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No osso, a BSP é responsável pela adesão de 

osteoblastos e osteoclastos por meio de receptores αvβ3 (Bellahcène et 

al., 2000). 

Expressão do gene da BSP é induzida por osteoblastos 

recém-formados, estimulada por hormônios e citocinas que promovem a 

formação óssea e suprimida por fatores de supressão da formação óssea 

(Ganss et al., 1999). 

A BSP é um marcador do tardio fenótipo osteoblástico 

(Aubin; Liu, 1996; Termine; Robey, 1996), e está associada à formação 

óssea, remodelação (Chen et al., 1994; Amar et al., 1995) e mineralização 

(Inanç et al., 2007).  

Alguns autores sugerem que a BSP tenha função na 

regulação do crescimento de cristais de hidroxiapatita (Hunter et al., 1996; 

Bosshardt et al., 1998), e em processos físico-químicos como a 

sinalização celular que levará à diferenciação celular, e interações matriz-

células e matriz-matriz (Bosshardt et al., 1998). Esses achados em osso e 

dente sugerem múltiplas funções para a BSP no desenvolvimento e 

manutenção de tecidos mineralizados. 

Chen et al. (1993) observaram imunorreatividade da BSP 

restrita às células e matriz de tecidos mineralizados do osso alveolar e 

dentina. No osso alveolar, a imunorreatividade da BSP foi evidente nas 

células osteoblásticas e osteócitos na matriz óssea, o osso velho se corou 

mais intensamente que o osso neoformado. A BSP apareceu concentrada 

em linhas reversas de osso remodelado rapidamente. Este estudo 

demonstrou que a BSP é expressa durante a formação inicial da dentina e 

osso alveolar, e que esta proteína se acumula na dentina peritubular e 

matriz óssea. 

Ingram et al. (1993) avaliaram espécimes de biópsia de 

osso humano através da imunoistoquímica e observaram marcação 

positiva para a BSP em todo o osso cortical e trabecular. 
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Chen et al. (1994) observaram, através da 

imunocitoquímica, que a matriz osteóide do osso recém-formado 

apresentava marcação para BSP associada à lócus de mineralização. 

Expressão moderada de BSP foi observada em osteoblastos velhos e 

osteócitos recentemente aprisionados na matriz óssea. 

Estudos ainda têm demonstrado que a BSP é também 

expressa por câncer esteotrópico, sugerindo que a BSP tenha algum 

papel na patogênse de metástases ósseas (Ibrahim et al., 2000), incluindo 

carcinoma de mama (Ganss et al., 1999). A maior expressão da BSP 

estaria relacionada com maior severidade da doença e menos expectativa 

de vida (Fisher et al., 2001). 

 

 

2.3.3 Osteonectina 

 

 

A Osteonectina (ONC) é uma glicoproteína ácida 

fosforilada de 32 kD, específica do osso e rica em cisteína (Nakamura et 

al., 1996). É a proteína não-colágena mais abundante produzida por 

osteoblastos (Termine; Robey 1996) e se liga seletivamente à 

hidroxiapatita e ao colágeno (Termine et al., 1981; Termine; Robey 1996) 

É marcador têmporo-espacial da proliferação e 

diferenciação de condrócitos e durante a formação da matriz condróide 

(Haas; Holick, 1996) e pode estar envolvida na regulação do ciclo celular 

dos condrócitos e modulação (Termine; Robey 1996). 

A ONC é detectada no osteóide, matriz óssea, dentina, 

osteoblastos ativos e precursores na medula óssea, odontoblastos, 

ligamento periodontal e células da gengiva, condrócitos e condrócitos 

hipertróficos (Amar et al., 1995). 
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A ONC está envolvida nos estágios iniciais da 

mineralização do esqueleto, e é um reconhecido marcador da 

diferenciação de células osteogênicas normais (Serra et al., 1992). Está 

localizada no osso trabecular mineralizado e em níveis mais elevados na 

matriz do que nas células ósseas. Estudo sugerem que a ONC seja uma 

proteína específica do tecido, ligando-se às fases colágena e mineral do 

osso, talvez iniciando a mineralização ativa em tecidos esqueléticos 

normais (Termine et al., 1981). Vasos sanguíneos também podem mostrar 

imunorreatividade variada (Wewer et al., 1988). 

Nakamura et al. (1996) sugerem que vários fatores de 

crescimento e citocinas, incluindo TGF beta e IL-1 beta, regulam a 

produção de ONC por condrócitos a níveis pré e pós translacionais, e que 

a síntese de ONC está aumentada em articulações com artrite 

reumatóide. 

A ONC pode ser útil no diagnóstico histológico de tumores 

ósseos, e na diferenciação entre malignos e benignos (Serra et al., 1992). 

Bellahcène e Castronovo (1995) sugerem que a ONC pode ter papel na 

formação de microcalcificações ectópicas associadas ao câncer de 

mama. Wewer et al. (1988) observaram imunorreatividade da ONC na 

membrana basal de carcinomas bem-diferenciados e no citoplasma de 

carcinomas indiferenciados, além de marcação variada dos vasos 

sanguíneos. 

 

 

2.4 RANK, RANKL e Osteoprotegerina 

 

 

A homeostase óssea é mantida pelo balanço entre 

reabsorção óssea por osteoclastos e formação óssea por osteoblastos. 

Os osteoblastos têm papel central na formação óssea pela síntese de 
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diversas proteínas da matriz óssea, regulam a maturação dos 

osteoclastos por meio de fatores solúveis e interações que resultam em 

reabsorção óssea (Lerner, 2006). 

Os osteoclastos se originam de células hematopoiéticas da 

medula óssea (Gallagher, 2008). Os osteoblastos regulam o número e 

atividade dos osteoclastos por meio da expressão do RANKL, OPG e 

Fator Estimulador de Colônias de Macrófagos (M-CSF) (Cao et al., 2005). 

O M-CSF estimula a proliferação e diferenciação de 

precursores de osteoclastos através de seu receptor (c-fms), aumenta a 

fusão de células mononucleadas, e promove a sobrevivência dos 

osteoclastos. Os efeitos do RANKL nos precursores de osteoclastos são 

dependentes do M-CSF (Cao et al., 2005). 

O ligante do receptor ativador do fator nuclear kappaβ – 

RANKL - é uma citocina pertencente à família do fator de necrose tumoral 

– TNF (Miheller et al., 2007; Gallagher, 2008). O RANKL é o mediador 

primário da formação, função e sobrevivência dos osteoclastos, e está 

relacionado à perda óssea sob várias circunstâncias (Stolina et al., 2007). 

É produzido por osteoblastos e por células T ativadas (McCormick, 2007; 

Miheller et al., 2007), e são ativados localmente no osso (Miheller et al., 

2007). O receptor ativador do fator nuclear kappa-β – RANK - e RANKL 

são expressos por células envolvidas na remodelação óssea e células do 

sistema imune (Stolina et al., 2007). O RANKL é o principal mediador da 

reabsorção óssea osteoclástica (Miheller et al., 2007). 

O RANKL ativa o receptor RANK e induz a formação de 

osteoclastos através de recrutamento de precursores de osteoclastos na 

medula óssea, promove seu desenvolvimento e fusão em osteoclastos 

multinucleados (Gallagher, 2008). 

A Osteoprotegerina (OPG), também conhecida como fator 

inibidor de osteoclastogênese (OCIF) é uma citocina pertence à família do 

receptor do fator de necrose tumoral – TNF (Miheller et al., 2007; 

McCormick, 2007). É produzida por osteoblastos e células da medula 
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óssea, e age como receptor para o RANKL, prevenindo que este que 

ligue ao RANK, bloqueando assim a reabsorção óssea (Jilka, 2003; Cao 

et al., 2005; Miheller et al., 2007; McCormick, 2007). 

A interação OPG/RANK/RANKL tem papel fundamental no 

processo de osteoclastogênse, e é crítica para a regulação da 

remodelação óssea (Cao et al., 2005). A expressão alterada dessas 

moléculas pode resultar em extremos de fenótipos esqueléticos 

(osteoporose e osteopetrose) (Lee et al., 2005). 

Muitas citocinas estão envolvidas no desenvolvimento dos 

osteoclastos. As citocinas IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α) estão presentes nos precursores de osteoclastos e nos osteoclastos 

maduros (Pfeilschifter et al., 2002). A IL-1 é derivada de osteoblastos e é 

um potente estimulador do RANKL (Gallagher, 2008). 

O RANKL tem papel importante na patogênese da 

osteoporose pós-menopausa, perda óssea associada à artrite reumatóide, 

metástase de câncer, mieloma múltiplo (Lewiecki et al., 2006). 

O envelhecimento leva à redução da produção de 

hormônios sexuais, ao aumento do nível de citocinas pró-inflamatórias e 

diminuição da função do sistema imune (Garrett et al., 1990). A redução 

dos níveis de estrogênio leva à ativação de células T e produção de 

citocinas pró-inflamatórias e RANKL, que estimulam a osteoclastogênese 

(Cao et al., 2005; McCormick, 2007). O estrogênio é um potente inibidor 

da IL-1, IL-6 e TNF-α (Lerner, 2006). 

Após a menopausa, a perda óssea deve-se ao 

favorecimento da atividade do RANKL sobre a OPG. A diminuição dos 

níveis de estrógeno leva à diminuição da atividade da OPG e aumento da 

atividade do RANKL, levando ao aumento da reabsorção e perda óssea. 

Tratamento com estrógeno restaura o balanço em favor da OPG sobre o 

RANKL e pode explicar porque o estrógeno previne a perda óssea em 

mulheres pós-menopausa (Gallagher, 2008). 
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2.5 Regeneração Óssea Guiada 

 

 

Os resultados clínicos favoráveis obtidos com o uso dos 

implantes osseointegrados e os resultados documentados sobre a 

integração tecidual tornaram seu uso confiável no tratamento dos 

pacientes. Entretanto, um dos principais requisitos para o sítio que 

receberá o implante é o adequado volume de osso alveolar (Donos et al., 

2002; Jardini et al., 2005; Adeyemo et al., 2008). 

Técnicas para promover ganho de tecido ósseo, como a 

regeneração óssea guiada e o enxerto ósseo autógeno permitem a 

colocação de implantes em áreas que não seriam possíveis (Buser et al., 

1995; Buser et al., 1996; Donos et al., 2002). 

A Regeneração Óssea Guiada (ROG) consiste na 

colocação de uma membrana e tem como objetivo promover ganho ósseo 

(Buser et al., 1993). Esta técnica tem sido empregada em vários casos de 

implantes dentários em que há quantidade (volume) insuficiente de osso 

no local receptor do implante (Taguchi et al., 2005). 

A técnica consiste no recobrimento do defeito ósseo com 

uma membrana oclusiva que previne que o defeito ósseo seja povoado 

por células não-formadoras de osso provenientes do tecido mole. A 

membrana mantém o espaço que deve ser preenchido apenas por células 

originárias do osso (Kostopoulos; Karring, 1994). 

Para o sucesso da ROG, alguns requisitos devem ser 

seguidos, como estabilização mecânica do enxerto, prevenção de 

infecção bacteriana, manutenção do espaço sob a membrana, separação 

de células osteogênicas das não-osteogênicas (Alberius et al., 1992; 

Donos et al., 2002), estabilidade da membrana, tamanho das perfurações 
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nas membranas, selamento periférico entre a membrana e o osso, e 

adequado suprimento sanguíneo (Lundgren et al., 1995). 

Para que a membrana seja efetiva, deve apresentar 

algumas características, como biocompatibilidade, integração ao tecido, 

seleção de células que irão repovoar a área, estabilidade mecânica e fácil 

manuseio (Kim et al., 2005). 

A membrana PTFE-e (politetrafluoretileno expandido) é um 

material biologicamente inerte muito utilizado para casos de ROG. Por ser 

um polímero sintético inerte, a membrana de PTFE-e necessita ser 

removida em uma segunda cirurgia. O osso neoformado pode apresentar 

maior ou menor risco de reabsorção óssea alveolar, sendo a remodelação 

óssea crucial para a manutenção da massa óssea estabelecida (Taguchi 

et al., 2005). 

A técnica do enxerto ósseo autógeno requer remoção de 

tecido ósseo do próprio paciente e tem sido considerada como “gold 

standard” das técnicas de ganho de tecido ósseo por ser 

imunologicamente inerte e osteogênico (Jardini et al., 2005;.Khan et al., 

2005) 

A regeneração e a incorporação do enxerto ósseo 

envolvem a interação entre o enxerto ósseo e o leito receptor por meio de 

um complexo processo de proliferação celular, migração, diferenciação e 

revascularização (Adeyemo et al., 2008). 

Quando a técnica do enxerto ósseo autógeno é utilizada 

isoladamente, apresenta como principal desvantagem a possibilidade de 

parte do osso enxertado sofrer reabsorção com o passar do tempo 

(Jardini et al., 2005). 

Alguns fatores como origem embriológica, arquitetura, 

dimensão e orientação do enxerto podem contribuir para o fracasso da 

técnica (Khan et al., 2005). 

Alberius et al. (1992) e Jensen et al. (1995) encontraram 

maior formação óssea e maturação, além de maior componente ósseo e 
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menor quantidade de perda óssea em enxertos onlay cobertos com 

membranas de PTFE-e, quando comparados com enxertos não-cobertos. 

Matsuzaka et al. (2001) e Donos et al. (2002) 

demonstraram que o uso de membranas para recobrimento do enxerto 

autógeno acelera a migração de células osteogênicas, a formação de 

osso novo e a mineralização.  

Donos et al. (2002) avaliaram a regeneração de enxertos 

ósseos onlay autógenos com e sem recobrimento de membrana de 

PTFE-e. Entre os dias 15 e 180 após a cirurgia, o enxerto passou por 

processo de reabsorção e remodelação, e a área criada pela membrana 

foi parcialmente ocupada pelo enxerto ósseo e gradualmente preenchida 

por osso neoformado. Após 180 dias, o enxerto recoberto por membrana 

estava completamente integrado no osso neoformado, o que tornou 

praticamente impossível a identificação da junção entre o enxerto e o 

osso neoformado. Nesse mesmo período, quando não houve 

recobrimento dos enxertos pela membrana, observou-se reabsorção das 

bordas do enxerto. 

Jardini et al. (2005) avaliaram o uso de membranas de 

PTFE-e em espécimes de enxerto autógeno e observaram perda óssea 

no período de cicatrização do grupo em que a membrana não foi utilizada. 

A partir do 21º dia, o grupo que recebeu apenas o enxerto ósseo 

autógeno sofreu extensiva reabsorção óssea, enquanto o grupo em que 

os enxertos foram recobertos por membrana de PTFE-e mostrou 

regeneração óssea difusa além das bordas do enxerto. 

Nascimento (2006) avaliou a técnica do enxerto ósseo 

autógeno associada à ROG em ratas ovariectomizadas, e observou que 

os enxertos não recobertos pela membrana de PTFE-e sofreram 

significativa reabsorção, enquanto que a associação da ROG aos 

enxertos proporcionou a manutenção do seu volume original e 

neoformação óssea preenchendo o espaço subjacente à membrana de 

PTFE-e. Verificou-se ainda que a ovariectomia não influenciou 
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quantitativamente a reparação do enxerto ósseo recoberto ou não por 

membrana de PTFE-e. 

Adeyemo et al. (2008) demonstraram em ovelhas que a 

combinação do enxerto ósseo onlay e a ROG resulta em maior ganho 

ósseo em comparação com o enxerto ósseo usado isoladamente. Após 4 

semanas, observou-se maior formação óssea nos espécimes em que o 

enxerto ósseo foi recoberto por membrana colágena reabsorvível. A 

membrana formou um espaço que foi preenchido pelas células 

formadoras de osso originadas da margem do enxerto ósseo durante o 

processo de regeneração.  

Faria et al. (2008) realizaram perfurações para acelerar a 

revascularização de enxertos onlay em mandíbula de coelhos. Após 10 

dias, observaram que a revascularização dos enxertos acelerou o 

processo de remodelação, que levou ao aumento da deposição óssea. 

Nos grupos em que a perfuração não foi realizada, após 60 dias, a cortical 

do enxerto ainda estava em processo de remodelação, sem evidência de 

deposição óssea na interface leito receptor-enxerto. 

A influência da osteoporose pós-menopausa no processo 

de reparo dos enxertos ósseos autógenos onlay ainda não é 

completamente conhecida e explicada.  

Levando-se em consideração o aumento da incidência 

dessa patologia nas mulheres no período da menopausa, associada ao 

aumento da expectativa de vida e conseqüente aumento da demanda 

pelas reabilitações com implantes osseointegrados e procedimentos 

reconstrutivos, seria interessante avaliar o comportamento biológico no 

processo de reparo dos enxertos autógenos onlay em modelo animal. 

 

 



37 

3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

Avaliar a expressão imunoistoquímica dos marcadores de 

formação óssea Osteocalcina, Osteonectina e Sialoproteína Óssea, e do 

marcador de reabsorção óssea RANKL no processo de reparação do 

enxerto ósseo autógeno onlay, recoberto ou não por membrana de PTFE-

e, e a influência da deficiência estrogênica em ratas ovariectomizadas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

 

4.1 Animais e grupos experimentais 

 

 

O presente estudo está de acordo com os Princípios Éticos 

para a Experimentação Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Local da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos – 

UNESP sob o protocolo n˚ 026/2008-PA/CEP (Anexo 1). 

Para realização deste experimento foram utilizados os 

blocos parafinados originários da dissertação de Mestrado do Doutor 

Rodrigo Dias Nascimento, intitulada “Influência da Osteopenia na 

Regeneração do Enxerto Autógeno Recoberto ou não por membrana de 

PTFE-e. Estudo histológico e histomorfométrico em ratas”. 

A amostra consistiu de 80 ratas adultas (Rattus 

norvegicus, variação albinus, Wistar) com noventa dias de idade, com 

peso em torno de 300 gramas, mantidas em gaiolas em temperatura 

ambiente, alimentados com ração Guabi Nutrilabor e água ad libitum, 

fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de São José dos 

Campos - UNESP. Este estudo foi realizado de acordo com os Princípios 

Éticos para a Experimentação Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Local da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos – 

UNESP sob o protocolo n˚ 035/2004-PA/CEP. 
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Este trabalho teve o apoio financeiro da Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo – FAPESP (processo nº 

09/50214-1). 

Os animais pertenciam a dois grupos experimentais, 

divididos aleatoriamente: 

 

- Grupo Teste, composto por 40 ratas ovariectomizadas 

(OVZ), subdivididos em 2 grupos com 20 animais cada: 

 

a) OVZ -  E: animais somente com realização de 

enxerto;  

b) OVZ - ME: animais com realização de enxerto e 

recobrimento com membrana de 

politetrafluoretileno expandido (PTFE-e- 

GORE TEX®, GT10; W. L. Gore & 

Associates, Flagstaff, AZ, USA).  

 

- Grupo Controle, composto por 40 ratas submetidas à 

cirurgia de ovariectomia simulada (SHAM), subdivididos em 2 grupos com 

20 animais cada: 

 

a) SHAM - E: 20 animais somente com realização 

de enxerto;  

b) SHAM - ME: 20 animais com realização de 

enxerto e recobrimento com membrana 

de PTFE-e.  

 

O objetivo deste procedimento foi submeter os animais do 

grupo controle às mesmas condições de estresse dos animais do grupo 

teste. 
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Os passos operatórios descritos a seguir constam na 

dissertação de Mestrado do Doutor Rodrigo Dias Nascimento, intitulada 

“Influência da Osteopenia na Regeneração do Enxerto Autógeno 

Recoberto ou não por membrana de PTFE-e. Estudo histológico e 

histomorfométrico em ratas” (Nascimento, 2006). Sua reprodução, bem 

como das fotografias, foi autorizada pelo autor. 

 

 

4.2 Procedimentos cirúrgicos 

 

 

4.2.1 Anestesia 

 

 

Para a realização das cirurgias de ovariectomia (OVZ) e 

ovariectomia simulada (SHAM), enxertia e eutanásia, os animais foram 

anestesiados com uma solução de 13 mg/Kg de cloridrato de 2-(2,6-

xilidino)-5-6-dihidro-4H-1,3 tiazina (Rompum – Bayer do Brasil), 

substância com propriedades sedativas e analgésicas, além de relaxante 

muscular e 33 mg/Kg de ketamina base (Dopalen – Agribands do Brasil), 

anestésico geral, via intramuscular. 

 

 

4.2.2 Antibiótico 

 

 

Após os procedimentos cirúrgicos para a realização dos 

enxertos ósseos, todos os animais receberam dose única de 1 mg/Kg de 

antibiótico (Pentabiótico Veterinário – Fort Dodge) por via intramuscular. 
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4.2.3 Ovariectomia e ovariectomia simulada 

 

 

Após anestesia os animais foram posicionados em 

decúbito lateral, permitindo a visualização e o fácil acesso ao flanco 

lateral. Foi realizada tricotomia da região, utilizando-se lâminas de 

barbear (Gillette do Brasil) e, logo abaixo da costela após anti-sepsia com 

solução de gluconato de clorexidina a 0,2%, realizou-se incisão 

longitudinal de 1 cm na pele com lâmina de bisturi n° 15 montada em 

cabo de bisturi BardParker. Em seguida, foi feita a divulsão do tecido 

subcutâneo e posterior incisão da musculatura para que fosse possível o 

acesso à cavidade abdominal. Com o auxílio de uma pinça o ovário 

tracionado para fora da cavidade abdominal e, após amarria da 

vasculatura local com fio de sutura, realizou-se a excisão. Em seguida foi 

realizada a sutura da camada muscular com fio 5,0 absorvível de 

poliglactina 910 (Ethicon – Johnson & Johnson) e da pele com fio de seda 

4.0 (Ethicon – Johnson & Johnson), sendo esse processo realizado 

bilateralmente (Figura 1). 

Os animais do grupo controle foram submetidos à cirurgia 

SHAM (ovariectomia simulada) com tracionamento dos ovários para fora 

da cavidade abdominal, porém sem a excisão dos mesmos. O objetivo 

deste procedimento foi submeter os animais do grupo controle às 

mesmas condições de estresse dos animais do grupo teste. 
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Figura 1 - Ovariectomia (OVZ) e Ovariectomia Simulada (SHAM). a)Tricotomia e 

desinfecção da região abdominal; b) incisão linear; c) tracionamento e 
exposição do ovário (). 

 

 

4.2.4 Execução do enxerto 

 

 

Os enxertos foram realizados trinta dias após a 

ovariectomia verdadeira ou simulada, sendo os animais anestesiados e as 

regiões temporal e parotídeo-massetérica esquerda e parietal e frontal 

bilaterais tricotomizadas utilizando-se lâminas de barbear. A anti-sepsia 

a b 

c d 
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dessas regiões foi realizada com solução de gluconato de clorexidina 

0,2%. O osso parietal foi a área doadora de osso autógeno, enquanto o 

ângulo mandibular esquerdo a área receptora. 

Na mandíbula foi realizada incisão linear na pele, de 

extensão aproximada de 1,5 cm, paralela ao arco zigomático, que se 

estendeu do ângulo da boca do lado esquerdo ao ângulo da mandíbula do 

mesmo lado. Desta maneira pode-se visualizar o músculo masséter, para 

que pudesse ser divulsionado, utilizando-se instrumentos desenvolvidos 

especialmente para esta finalidade, até atingir-se a face lateral da 

mandíbula. O passo seguinte foi promover o deslocamento das estruturas 

anatômicas linguais até a exposição da face medial mandibular com o 

auxílio de uma espátula, desenhada para esta finalidade, a fim de permitir 

a fixação do enxerto ósseo e da membrana de acordo com o grupo 

experimental (Figura 2). 

Para obtenção do enxerto ósseo foi realizada incisão linear 

de aproximadamente 1,5 cm no centro da calvária do animal, expondo o 

osso parietal, de onde o enxerto foi retirado com o auxílio de uma broca 

tipo trefina com diâmetro externo de 4,1 mm  (Neodent – Brasil) sob 

abundante irrigação com solução fisiológica. Após a remoção, este bloco 

foi perfurado no seu centro com uma broca carbide ½ (KG Sorensen) em 

baixa rotação, refrigerada com soro fisiológico visando à futura fixação do 

mesmo no leito receptor. O bloco permaneceu armazenado 

temporariamente em uma cuba contendo soro fisiológico (Figura 3). 

Neste momento, na área receptora, foram realizadas três 

perfurações com broca carbide ½ sob abundante refrigeração, dispostas 

triangularmente, que permitiram a estabilização do bloco ósseo ao leito 

receptor utilizando-se um fio de sutura 5,0 de poliéster verde trançado 

(Ethicon – Johnson & Johnson) e a adaptação da membrana de PTFE-e 

nos grupos onde foi realizado o recobrimento do enxerto com a 

membrana (OVZ-ME e SHAM-ME). Nos grupos onde o enxerto foi 

utilizado isoladamente (OVZ-E e SHAM-E), foi realizada uma única 
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perfuração no ângulo mandibular com o objetivo de estabilizar o enxerto 

utilizando-se o mesmo fio já citado (Figura 4). Estes procedimentos 

permitiram o posicionamento do enxerto em íntimo contato com a 

superfície óssea mandibular, estabilizando-o e também propiciando o 

recobrimento de todo o bloco enxertado e estabilização da membrana de 

PTFE-e nos grupos OVZ-ME e SHAM-ME.  

Para recortar as membranas de maneira uniforme, foi 

utilizada uma matriz de alumínio medindo 7 x 7 mm obtida a partir de 

películas radiográficas. O recorte foi feito sempre na porção oclusiva da 

membrana de PTFE-e. 

Para a remoção do enxerto ósseo, assim como para a 

realização das perfurações foi utilizado um motor elétrico (Driller BLM 600 

Plus) que permitiu o controle da velocidade em 960 rpm, e refrigeração 

com fluxo constante de soro fisiológico estéril. 

As suturas foram realizadas por planos na área 

experimental, suturando-se primeiramente a camada muscular, com fio 

5,0 absorvível de poliglactina 910 (Ethicon – Johnson & Johnson) e 

posteriormente a pele com fio de seda 4.0 (Ethicon – Johnson & 

Johnson). A área doadora também foi suturada com este último tipo de 

fio. 

Em seguida realizou-se a limpeza das regiões operadas 

com solução de clorexidina 0,2%. Após a cirurgia, os animais receberam 

dieta normal e água “ad libitum”. 
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Figura 2 - Exposição e preparo do leito receptor: a) tricotomia e desinfecção; b) incisão 

linear; c) divulsão muscular; d) exposição do ângulo mandibular; e) 
perfuração para fixação do enxerto; f) passagem do fio de sutura para a 
fixação do enxerto. 

 
 
 

a b 

c d 

f e 
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Figura 3 - Exposição e preparo do leito doador: a) incisão e exposição da calvária; b) 

osteotomia circular realizada com a broca trefina; c) enxerto removido; d) 
perfuração central para fixação ao leito receptor.  

 

 

     

 
Figura 4 - a) fixação do enxerto; b) fixação da membrana de PTFE-e sobre o enxerto.  

 

a b 

c d 

a b 
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4.2.5. Eutanásia 

 

 

A eutanásia dos animais foi realizada nos seguintes 

períodos: 0 hora, 7, 21, 45 e 60 dias. Para cada período, 4 animais foram 

sacrificados por grupo experimental. 

 

 

4.3 Processamento histológico 

 

 

As hemi-mandíbulas esquerdas foram removidas e 

armazenadas para fixação em solução de formaldeído a 10%, 

tamponado, durante um período mínimo de 48 horas. Cada espécime foi 

catalogado. 

As peças foram desmineralizadas com solução de EDTA 

10%, pH 7,8 em aparelho de microondas (PELCO 3441, Ted Pella, Inc., 

CA, USA), no laboratório de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia 

da Universidade de São Paulo, em São Paulo. Para tanto, os espécimes 

foram armazenados em um recipiente contendo EDTA, que por sua vez 

era colocado em um segundo recipiente contendo gelo triturado para que 

se mantivesse a temperatura em 33o C durante a realização dos ciclos. O 

conjunto era então levado ao aparelho de micro-ondas e submetido a 

ciclos de 15 minutos com troca do gelo entre os ciclos e troca do EDTA a 

cada 1 hora (4 ciclos). 

As peças desmineralizadas foram seccionadas 

transversalmente na região central do enxerto ósseo (Figura 5). Cada 
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fragmento foi incluído, no sentido da superfície de corte, em bloco de 

parafina. 

 

Legenda:

1- leito receptor

2 – enxerto

3 – músculo

4 – membrana de PTFE-e

5 – sutura
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Figura 5. Esquema representativo dos cortes histológicos. 

 

 

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes seriados 

com 3 m de espessura e estendidos em lâminas previamente tratadas 

pelo 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma Chemical CO., St.Louis, USA). 

 

 

4.4 Processamento imunoistoquímico 

 

 

Os marcadores imunoistoquímicos utilizados foram a 

Osteocalcina (OCC), Osteonectina (ONC), Sialoproteína Óssea (BSP) e 

RANKL. 

Os anticorpos ONC (LF-23) e BSP (LF-87) foram 

gentilmente cedidas pelo Dr Larry W. Fisher, National Institute of Dental 

and Craniofacial Research, National Institute of Health, Bethesda, MD, 

USA. 

Os anticorpos OCC (FL-110: sc-30044) e RANKL (N-19: 

sc-7628) foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology®, CA, USA. 
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Os anticorpos, a titulação, tempo e temperatura de 

incubação e recuperação antigênica encontram-se listados na tabela a 

seguir. 

 

 

Quadro 1. Anticorpos, titulação, tempo e temperatura de incubação, e 
recuperação antigênica. 

 

Anticorpo Diluição Incubação 
Recuperação  

Antigênica 

Sialoproteína Óssea (BSP) 1:150 1 hora, temperatura ambiente Citrato 

Osteonectina (ONC) 1:400 1 hora, temperatura ambiente Citrato 

Osteocalcina (OCC) 1:400 4º C, overnight Citrato 

RANKL 1:200 4º C, overnight Pepsina 

 

 

Os cortes foram submetidos a reações de 

imunoistoquímica segundo o protocolo do Laboratório de 

Imunoistoquímica da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos 

- FOSJC/UNESP: 

a) desparafinização em 2 banhos de xilol: o 1º por 30 

minutos a temperatura de 60º C e o 2º a 

temperatura ambiente por 20 minutos; 

b) reidratação em uma série de etanol em 

concentrações decrescentes (absoluto por 3 

vezes, 95% e 85%) por 5 minutos cada, seguido 

de imersão em solução de hidróxido de amônia 

(10% em álcool 95º GL) por 10 minutos para 

remoção de pigmentos formólicos. Lavagem em 

água corrente seguida de 2 passagens em água 

destilada. 

c) recuperação antigênica. Quando utilizou-se o 

Citrato, pH 6,0, as lâminas foram acondicionadas 
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e imersas em recipiente contendo a solução, e 

levadas ao forno de micro-ondas, onde foram 

submetidas e 3 ciclos consecutivos de 3 minutos 

a potência 7, seguida de resfriamento a 

temperatura ambiente. 

Para o anticorpo RANKL, para o qual utilizou-se 

Pepsina, pH 1,8, as lâminas foram imersas na 

solução e levadas à estufa a 60º C por 10 

minutos, e em seguida, à estufa à 37º C por 50 

minutos.  

Após, realizou-se lavagem por 10 minutos em 

água corrente seguindo-se duas passagens em 

água destilada; 

d) bloqueio da peroxidase endógena tecidual com 

solução de álcool metílico 50% e peróxido de 

hidrogênio 20 vol, na proporção de 1:1, em dois 

ciclos de 5 minutos cada; 

e) lavagem por 10 minutos em água corrente 

seguindo-se duas passagens em água destilada; 

f) imersão em solução de TRIS hidroximetil amino 

metano, pH 7,4, que é solução tampão da reação 

em dois ciclos de 5 minutos cada; 

g) incubação com soro albumina bovina (BSA) por 1 

hora, em câmara úmida, para eliminação dos 

anticorpos inespecíficos; 

h) incubação dos anticorpos primários de acordo 

com a titulação, tempo e temperatura listados na 

tabela 1. 

i) lavagem e imersão em solução de TRIS 

hidroximetil amino metano em dois ciclos de 5 

minutos cada; 
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j) incubação do anticorpo secundário (Universal 

LSAB TM Kit/HRP, Rb/Mo/Goat – DAKO CO., 

California, USA) por 30 minutos; 

k) lavagem e imersão em solução de TRIS 

hidroximetil amino metano em dois ciclos de 5 

minutos cada; 

l) incubação do complexo terciário estreptavidina 

peroxidase (Universal LSAB TM Kit/HRP, 

Rb/Mo/Goat – Dako) por 30 minutos; 

m) lavagem e imersão em solução de TRIS 

hidroximetil amino metano em dois ciclos de 5 

minutos cada; 

n) revelação da reação com diaminobenzidina (DAB) 

(DAKO CO., California, USA) por 10 minutos; 

o) 2 Lavagens em solução de TRIS hidroximetil 

amino metano; 

p) lavagem por 10 minutos em água corrente 

seguindo-se duas passagens em água destilada; 

q) contra-coloração com a hematoxilina de Mayer 

por 2 minutos; 

r) lavagem por 10 minutos em água corrente 

seguindo-se duas passagens em água destilada; 

s) os cortes foram então desidratadas em cadeia 

crescente de etanóis (85%, 95% e 3 vezes em 

álcool absoluto) por 3 minutos cada, diafanizadas 

em xilol e montados com resina permount (Fisher 

Scientific®, New Jersey, NY, USA)  para 

microscopia.  
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4.5 Análise Microscópica 

 

 

A análise microscópica foi feita através da captura de 

imagens das lâminas a partir de um microscópio de luz Axiophot 2 (Carl 

Zeiss, Oberköchen, Alemanha) acoplado a uma câmera digital AxioCam 

MRc 5 (Carl Zeiss Oberköchen, Alemanha) que as transmite para o 

programa computacional AxioVision Release 4.7.2.  

Para todos os períodos e anticorpos utilizados, classificou-

se a intensidade da imunomarcação das estruturas e células pré-definidas 

como sendo leve (+), moderada (++) ou intensa (+++). (Lekic et al. (1996); 

Ivanovski et al. (2000); Ivanovski et al. (2001); Silvestrini et al. (2005); 

Adeyemo et al., 2008; Kim et al. (2009)). 

As estruturas analisadas foram: matriz óssea do leito 

receptor e enxerto, matriz óssea neoformada na interface leito receptor e 

enxerto e ao redor do enxerto, osteócitos, osteoblastos, osteoclastos, 

tecido conjuntivo interposto entre leito receptor e enxerto e ao redor do 

enxerto, linhas reversas, espaços vasculares, células da medula óssea. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 

 

5.1 ANÁLISE HISTOLÓGICA DESCRITIVA 

 

 

5.1.1 Período de zero hora 

 

 

Nos grupos OVZ-E e OVZ-ME, pode-se observar tanto no 

leito receptor como no enxerto maior quantidade de espaços medulares 

quando comparados aos grupos SHAM. 

 

 

5.1.2 Período de sete dias 

 

 

O grupo SHAM-E apresentava, no leito receptor, formação 

de delgadas trabéculas ósseas imaturas com numerosos e volumosos 

osteoblastos no seu interior e na periferia. Na interface leito-enxerto 

observou-se a proliferação de grande quantidade de tecido de 

granulação. A base do leito receptor (face oposta à qual foi realizado o 

enxerto) mostrou a formação de trabéculas ósseas imaturas com amplos 

espaços medulares contornados por osteoblastos. O enxerto ósseo, na 

sua face voltada para o leito, apresentou áreas de reabsorção. 
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O grupo SHAM-ME mostrou características semelhantes 

às do grupo SHAM-E. As diferenças consistiram na menor quantidade de 

tecido de granulação interposto entre leito-enxerto e na menor reabsorção 

sofrida pelo enxerto do grupo SHAM-ME. 

Os grupos OVZ-E e OVZ-ME apresentavam maior 

quantidade de espaços medulares tanto no enxerto quanto no leito 

receptor, além do maior diâmetro desses espaços. O grupo OVZ-E 

mostrou maior quantidade de tecido de granulação na interface leito-

enxerto. A neoformação óssea caracterizou-se por trabéculas ósseas 

mais delgadas delimitando grandes espaços medulares. A periferia do 

enxerto no grupo OVZ-E mostrou-se mais irregular e com maiores áreas 

de reabsorção. 

 

 

5.1.3 Período de 21 dias 

 

 

O grupo SHAM-E apresentava pontos de união na 

interface leito-enxerto pela deposição de tecido ósseo neoformado sobre 

a superfície do leito receptor com diversos espaços medulares revestidos 

por osteoblastos e lacunas preenchidas por osteócitos volumosos, além 

da interposição de tecido de granulação. O enxerto mostrou intensa 

reabsorção das bordas laterais e da sua superfície externa.  

No grupo SHAM-ME observou-se, assim como no grupo 

SHAM-E, tecido ósseo neoformado com pontos de união entre o leito e o 

enxerto O enxerto exibiu menor reabsorção de suas bordas e superfície. 

No grupo OVZ-E pode-se observar intensa reabsorção das 

bordas laterais do enxerto. A superfície do leito receptor apresentava 

neoformação óssea com maior quantidade de espaços medulares e 

poucos pontos de união entre o leito e o enxerto, com interposição de 
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tecido de granulação. O grupo OVZ-ME mostrou basicamente as mesmas 

características do grupo OVZ-E, mostrando porém, em alguns espécimes, 

tecido ósseo neoformado além dos limites do enxerto e integrados às 

bordas laterais do enxerto. 

 

 

5.1.4 Período de 45 dias 

 

 

Nos grupos SHAM-E e SHAM-ME, observou-se que 

poucas áreas do enxerto não estavam totalmente integradas ao leito, com 

tecido de granulação. O grupo SHAM-ME apresentou maior quantidade 

de osso neoformado na periferia do enxerto. 

O grupo OVZ-E apresentava pontos de ligação na 

interface leito-enxerto, porém essa integração não foi completa, sendo 

possível ainda observar tecido de granulação interposto. O enxerto 

mostrou intensa remodelação. 

O grupo OVZ-ME mostrou as mesmas características 

observadas no grupo OVZ-E, porém com mais pontos de integração na 

interface leito-enxerto. O enxerto estava integrado com o tecido ósseo 

neoformado ao seu redor. 

 

 

5.1.5 Período de 60 dias 

 

 

O enxerto mostrou-se integrado ao leito receptor em todos 

os grupos. Nos grupos SHAM-E e OVZ-E o enxerto sofreu acentuada 

reabsorção. 
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Nos grupos SHAM-ME e OVZ-ME, pode-se observar uma 

maior preservação do volume original do enxerto, além de neoformação 

óssea periférica. O leito receptor e o enxerto estavam completamente 

integrados pelo tecido ósseo neoformado, sendo, muitas vezes, difícil 

delimitar os limites tanto do leito receptor como do enxerto. 

 

 

5.2 ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

 

 

Para todos os períodos e anticorpos utilizados, classificou-

se a intensidade da imunomarcação das estruturas e células pré-definidas 

como sendo leve (+), moderada (++) ou intensa (+++). (Lekic et al. (1996); 

Ivanovski et al. (2000); Ivanovski et al. (2001); Silvestrini et al. (2005); 

Adeyemo et al., 2008; Kim et al. (2009)). 

As estruturas analisadas foram: matriz óssea do leito 

receptor e enxerto, matriz óssea neoformada na interface leito receptor e 

enxerto e ao redor do enxerto, osteócitos, osteoblastos, osteoclastos, 

tecido conjuntivo interposto entre leito receptor e enxerto e ao redor do 

enxerto, linhas reversas, espaços vasculares, células da medula óssea. 

 

 

5.2.1 Sialoproteína óssea (BSP) 

 

 

As estruturas marcadas e a intensidade da marcação 

encontram-se listadas na tabela 1. 

Não mostraram qualquer tipo de marcação: tecido 

conjuntivo interposto entre leito receptor e enxerto e ao redor deste, 
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glândulas, tecido conjuntivo e muscular. Osteoclastos também não 

mostraram positividade em nenhum dos períodos avaliados. 

 

Tabela 1. Sialoproteína Óssea. Estruturas marcadas e intensidade da 
marcação. 

 

 

DIA O DIA 7 DIA 21 DIA 45 DIA 60 

 

OVZ SHAM 

    Matriz óssea  + + + + + + 

Osteócitos Leito  + a ++ + a ++ + a ++ + a ++ + a ++ + a ++ 

Osteócitos Enxerto  ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Osso neoformado L-E  

  

+++ +++ + a ++ + a ++ 

Osso neoformado redor E  

   

+++ + a ++ + a ++ 

Osteócitos ON  

  

+++ +++ ++ + a ++ 

Osteoblasto  

  

+++ +++ ++ + a ++ 

Espaços vasculares  ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Megacariócitos  + + + + + - 

Linhas reversas  ++ - +++ +++ +++ ++ 

Tecido de granulação  - - - - - - 

Células medula  - - - - - - 

Glândulas  - - - - - - 

Tecido conjuntivo  - - - - - - 

Tecido muscular  - - - - - - 

Osteoclastos  - - - - - - 

(L= leito receptor; E= enxerto; ON= osso neoformado) 

 

 

5.2.1.1 Período de zero hora 

 

 

Tanto no grupo OVZ-E como no grupo OVZ-ME, a matriz 

óssea do leito receptor e do enxerto apresentavam positividade leve. Os 

núcleos dos osteócitos destas duas áreas não se mostraram positivos, 

apenas sua lacuna exibiu marcação que variou de leve a moderada, bem 
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como os espaços vasculares. Nos espaços medulares, pode-se observar 

megacariócitos com marcação citoplasmática leve. O enxerto ósseo exibiu 

marcação moderada na região medular central, assim como os osteócitos 

e espaços vasculares presentes nesta área. Linhas reversas do leito 

receptor mostraram marcação moderada. (Figura 6). 

Os grupos SHAM-E e SHAM-ME mostraram-se 

semelhantes aos grupos OVZ, porém não apresentaram marcação de 

linhas reversas. 

 

 

5.2.1.2 Período de sete dias 

 

 

Os quatro grupos analisados exibiram o mesmo padrão 

imunoistoquímico.  

Assim como observado no período anterior, a matriz óssea 

apresentou-se levemente marcada. Os osteócitos do leito receptor não 

foram marcados, apenas as lacunas vazias mostravam positividade que 

variou de leve a moderada. Na porção central do enxerto pode-se 

observar osteócitos com marcação moderada. 

O tecido ósseo neoformado sobre a superfície do leito 

receptor mostrou marcação intensa, assim como o osso da base do leito 

receptor (superfície oposta à qual foi realizada o enxerto). (Figura 7). 

Os osteoblastos na periferia do leito receptor e ao redor 

das trabéculas ósseas imaturas mostraram marcação intensa, assim 

como os osteócitos volumosos, entremeados nas trabéculas ósseas 

imaturas. (Figura 7). 
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5.2.1.3 Período de 21 dias 

 

 

O padrão imunoistoquímico foi semelhante ao observado 

no período anterior. 

Na interface leito-receptor enxerto, os grupos OVZ-ME e 

SHAM-ME mostravam pontos de união. Houve também neoformação 

óssea ao redor do enxerto. Esse tecido ósseo neoformado exibia 

positividade intensa, com osteócitos e osteoblastos também fortemente 

marcados. (Figura 8). 

Nos grupos OVZ-E e SHAM-E, nem sempre os osteócitos 

da região mediana do enxerto foram marcados. Nos casos em que a 

marcação foi observada, variou de leve a moderada. 

 

 

5.2.1.4 Período de 45 dias 

 

 

Os quatro grupos apresentaram características 

imunoistoquímicas semelhantes. 

O tecido ósseo neoformado, tanto na interface leito-

enxerto quanto na periferia do enxerto mostrou marcação variando de 

leve a moderada.  Os osteoblastos e osteócitos volumosos desta área 

foram moderadamente marcados. Nos grupos SHAM, por vezes, essa 

marcação foi restrita à lacuna dos osteócitos, enquanto seu núcleo não 

exibiu qualquer positividade. (Figura 9).  

Embora o enxerto estivesse em boa parte incorporado ao 

leito receptor, seus limites eram delimitados por uma linha de positividade 

moderada. 

 



60 

 

5.2.1.5 Período de 60 dias 

 

 

A matriz óssea exibiu marcação leve, com marcação leve 

também das lacunas dos osteócitos e negativa do núcleo. A marcação 

moderada dos osteócitos foi vista na porção mediana do enxerto. (Figura 

9). 

O tecido ósseo neoformado tanto na interface leito-enxerto 

como ao redor do enxerto mostrou marcação difusa com intensidade 

variando de leve a moderada, com predomínio das áreas com 

positividade leve. Os osteócitos desta área ora acompanham a marcação, 

ora mostram marcação leve a moderada apenas de sua lacuna. Os 

osteoblastos desta região mostraram marcação variando de leve a 

moderada. Linhas reversas mostraram-se moderadamente positivas. 

(Figura 9) 
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Figura 6 - Sialoproteína Óssea. Período zero hora. a) Marcação leve da matriz óssea 

do leito receptor (L) e enxerto (E) do grupo OVZ-ME. Aumento original 
100x. b) Lacunas de osteócitos da matriz com marcação moderada. 
Aumento original 400x. c) Megacariócitos (►) com marcação 
citoplasmática leve. Aumento original 1000x. d) Marcação moderada de 
linhas reversas (). Aumento original 400x. 
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Figura 7  Sialoproteína Óssea. Período 7 dias. a) Grupo SHAM-E: Marcação intensa 

do osso neoformado (*) sobre o leito (L) e na base do leito. Aumento 
original 100x. b) Grupo SHAM-ME: Marcação intensa do osso neoformado 
(*) sobre o leito receptor. Osteoblastos () e osteócitos () se mostram 
intensamente marcados. Aumento original 400x. 

 
 

     

 
Figura 8 - Sialoproteína Óssea. Período 21 dias. a) Grupo SHAM-ME: Marcação 

intensa do osso neoformado (*) na interface leito-enxerto e ao redor do 
enxerto (E). Aumento original 100x. b) Grupo OVZ-ME: Osteócitos () e 
osteoblastos () de permeio às trabéculas ósseas imaturas mostram-se 
intensamente marcados. Aumento original 400x. 
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Figura 9 - Sialoproteína Óssea. Período 45 dias. a) Grupo SHAM-ME: Marcação leve 

a moderada do osso neoformado (*) e da parte mediana do enxerto (E). 
Aumento original 400x. b) Grupo OVZ-ME: Osteoblastos () na superfície 
e osteócitos () moderadamente marcados. Aumento original 1000x. 
Período 60 dias. c) Grupo SHAM-ME: Os osteócitos () moderadamente 
marcados na porção mediana do enxerto. Aumento original 400x. d) Grupo 
SHAM-ME: Osteoblastos () na periferia do osso neoformado exibem 
marcação leve a moderada. Aumento original 1000x. 
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5.2.2 OSTEONECTINA (ONC) 

 

 

As estruturas marcadas e a intensidade encontram-se 

listadas na tabela 2. 

Em todos os grupos observou-se intensa marcação de 

músculo esquelético estriado (Figura 10). Também foi comum a todos os 

espécimes a marcação moderada de vasos e dos septos conjuntivos das 

glândulas salivares. 

A matriz óssea, espaços vasculares e osteoclastos não 

mostraram qualquer tipo de marcação em nenhum dos períodos (Figura 

10). 

 

Tabela 2. Osteonectina. Estruturas marcadas e intensidade da marcação. 
(continua) 

 
DIA O DIA 7 DIA 21 

 
OVZ SHAM E ME E ME 

Glândulas  ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Tecido muscular  +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

TC L-E   +++ +++ +++ +++ 

TC E   + ++ a +++ + a ++ +++ 

TC espaços medulares + a ++ - ++ a +++ ++ a +++ ++ a +++ ++ a +++ 

Osteócitos L  - - - - - - 

Osteócitos E  + a ++ + a ++ + a ++ + a ++ + a ++ + a ++ 

Osteócitos ON   + a +++ + a +++ + a +++ + a +++ 

Osteoblasto    +++ +++ ++ a ++ ++ a +++ 

Megacariócitos  +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Células medula  + a +++ + a +++ + a +++ + a +++ + a +++ + a +++ 

Espaços vasculares  - - - -  - - 

Osteoclastos  - - - - - - 

Linhas reversas  - - - - - - 

Matriz óssea  - - - - - - 

Osso neoformado  - - - -  - -  
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Tabela 2. Osteonectina. Estruturas marcadas e intensidade da marcação. 
 

(conclusão) 

 DIA 45 DIA 60 

 E ME E  ME  

Glândulas  ++ ++ ++ ++ 

Tec muscular  +++ +++ +++ +++ 

TC L-E +++ +++ + a ++ + a ++ 

TC E + a ++ +++ + ++ 

TC espaços medulares ++ a +++ ++ a +++ 
  

Osteócitos L  - - - - 

Osteócitos E  + a ++ + a ++ + + 

Osteócitos ON - a + - a + - - 

Osteoblasto  + a +++ + a +++ + a ++ + a ++ 

Megacariócitos  +++ +++ +++ +++ 

Células medula  + a +++ + a +++ + a +++ + a +++ 

Espaços vasculares  - -  - -  

Osteoclastos  - - - - 

Linhas reversas  - - - - 

Matriz óssea  - - - - 

Osso neoformado - -  - -  

(TC = tecido conjuntivo; L= leito receptor; E=enxerto; ON= osso neoformado) 

 

 

5.2.2.1 Período de zero hora 

 

 

Tanto no grupo OVZ-E como no grupo OVZ-ME, observou-

se que o tecido conjuntivo presente nos espaços medulares do enxerto 

mostraram marcação variando de leve a moderada. (Figura 10). 

Na base do leito receptor (face oposta à qual o enxerto foi 

realizado), pode-se observar marcação citoplasmática dos osteoblastos, 

que variou de leve à moderada. 
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Os osteócitos presentes no enxerto, especialmente 

aqueles localizados na região mediana e próximos aos espaços 

medulares, apresentavam positividade variando de leve a moderada, 

enquanto os osteócitos do leito receptor não apresentaram marcação. 

(Figura 10). 

Na medula óssea, observou-se marcação intensa de 

megacariócitos. Outras células exibiram positividade de seu citoplasma 

que variou de leve a intensa. (Figura 10). 

Os grupos SHAM-E e SHAM-ME mostraram-se 

semelhantes aos grupos OVZ. Como nesses espécimes não havia 

espaços medulares no enxerto, a quantidade de osteócitos marcados foi 

menor. 

 

 

5.2.2.2 Período de sete dias 

 

 

Os quatro grupos exibiram características 

imunoistoquímicas bem semelhantes. 

Os grupos OVZ-E e SHAM-E mostraram grande 

quantidade de tecido de granulação interposto entre leito receptor e 

enxerto, intensamente marcado. Os grupos OVZ-ME e SHAM-ME 

também mostraram esse mesmo padrão de marcação, porém a 

quantidade de tecido de granulação nessa área foi menor. (Fig 5.6). 

O tecido de granulação presente ao redor do enxerto 

mostrou marcação leve nos grupos OVZ-E e SHAM-E e moderada a 

intensa nos grupos OVZ-ME e SHAM-ME. (Figurq 11). 

O tecido conjuntivo presente entremeado nas trabéculas 

ósseas imaturas da base e da superfície do leito receptor mostrou 

marcação variando de moderada a intensa. Nos grupos OVZ-E e SHAM-
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E, essa marcação foi observada também nos espaços medulares do 

enxerto. (Figurq 11). 

Os osteoblastos, presentes tanto sobre a superfície óssea 

como entremeadas entre as trabéculas ósseas imaturas, mostrou 

marcação citoplasmática intensa. Ainda de permeio ás trabéculas ósseas 

imaturas, observou-se que os osteócitos exibiam marcação bem variada, 

ora leve, ora intensa. A marcação mais intensa foi observada nos 

osteócitos mais volumosos. (Figura 11). 

 

 

5.2.2.3 Período de 21 dias 

 

 

O padrão imunoistoquímico deste período foi semelhante 

em todos os grupos. 

O tecido conjuntivo presente na interface leito receptor-

enxerto mostrou-se também intensamente marcado. Nos grupos OVZ-E e 

SHAM-E, o tecido conjuntivo presente ao redor do enxerto exibiu 

marcação que variou de leve a moderada, enquanto nos grupos OVZ-ME 

e SHAM-ME, essa marcação foi intensa. 

O tecido medular das trabéculas ósseas imaturas, tanto do 

osso neoformado como da base do leito receptor exibiu positividade 

moderada a intensa. (Figura 12). 

Os osteoblastos dispostos em camada sobre a superfície 

óssea mostraram marcação variando de moderada a intensa, enquanto 

aqueles presentes nos espaços medulares tiveram sua marcação 

variando de leve a moderada. Os osteócitos presentes nessa área 

mostraram grande variedade de marcação, sendo os volumosos mais 

intensamente marcados, enquanto os demais variaram de leve a 

moderada. Nos grupos OVZ-E e SHAM-E nem sempre os osteócitos da 
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região mediana foram marcados. Nos casos em que a marcação foi 

observada, variou de leve a moderada Os osteócitos presentes nas 

demais áreas foram negativos. (Figura 12). 

 

 

5.2.2.4 Período de 45 dias 

 

 

Os quatro grupos apresentaram características 

imunoistoquímicas semelhantes. 

O tecido conjuntivo interposto entre leito receptor e enxerto 

mostrou marcação intensa nos quatro grupos. Nos grupos OVZ-E e 

SHAM-E, o tecido conjuntivo presente ao redor do enxerto exibiu 

marcação que variou de leve a moderada, enquanto nos grupos OVZ-ME 

e SHAM-ME, essa marcação foi intensa. Em todos os grupos, o tecido 

medular mostrou marcação que variou de moderada a intensa. 

Os osteoblastos mostraram marcação que variou de leve a 

intensa. A maioria dos osteócitos não exibiu qualquer tipo de marcação, 

mesmo os mais volumosos. Alguns na região mediana do enxerto ainda 

exibiram leve marcação. 

 

 

5.2.2.5 Período de 60 dias 

 

 

O tecido conjuntivo na interface leito-enxerto, quando 

presente, mostrou marcação que variou de leve a moderada. O grupo 

SHAM-ME mostrou apenas tecido ósseo na interface. O tecido conjuntivo  
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presente ao redor do enxerto mostrou marcação leve nos grupos E, 

enquanto os grupos ME exibiram marcação moderada. (Figura 13). 

Os osteoblastos exibiram marcação citoplasmática leve a 

moderada. Os osteócitos mostraram marcação leve apenas na região 

mediana do enxerto de alguns espécimes, devido à reabsorção sofrida. 

Nas demais regiões, os osteócitos não foram marcados. 
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Figura 10  Osteonectina. Período zero hora. a) Ausência de marcação da matriz 

óssea tanto do leito receptor (L) como do enxerto (E). Na parte inferior 
observa-se intensa marcação do músculo estriado esquelético (*). 
Aumento original 100x. b) Marcação moderada do tecido conjuntivo do 
espaço medular do enxerto (). Aumento original 200x. c) Megacariócito 
(►) com marcação intensa. Demais células da medula óssea com 
marcação citoplasmática que varia de leve a intensa. Aumento original 
1000x. d) Osteócitos () presentes na porção mediana do enxerto exibem 
marcação leve a moderada. Aumento original 400x. 
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Figura 11 - Osteonectina. Período sete dias. a e b) Grupo OVZ-E: Tecido de 

granulação na interface leito-enxerto () com marcação intensa, e 
levemente marcado () ao redor do enxerto (E), respectivamente. 
Aumento original 200x. c e d) Grupo SHAM-ME. Intensa marcação do 
tecido de granulação tanto na interface leito-enxerto () como ao redor 
() do enxerto (E), respectivamente. Aumento original 200x. e) Grupo 
SHAM-ME: Osteoblastos () e osteócitos volumosos () nas trabéculas 
ósseas imaturas intensamente marcados. Aumento original 1000x. f) 
Grupo OVZ-E: Marcação intensa do tecido conjuntivo do espaço medular 
(), osteócitos () e osteoblastos (). Aumento original 400x. 
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Figura 12  Osteonectina. Período 21 dias. Grupo OVZ-E. a) Tecido medular nas 

trabéculas ósseas imaturas () mostra marcação moderada a intensa. Os 
osteoblastos () mostram marcação leve a moderada enquanto os 
osteócitos () volumosos apresentam-se mais intensamente marcados. 
Aumento original 400x. b) Osteoblastos () sobre a superfície óssea 
estão moderadamente marcados. Aumento original 1000x. 

 
 

     

     

 
Figura 13 - Osteonectina. Período 60 dias. a e b) Grupo SHAM-E: Tecido de 

granulação na interface leito-enxerto () e ao redor () do enxerto (E) 
com marcação leve Aumento original 200x. c) Grupo OVZ-ME: 
Osteoblastos () com marcação citoplasmática leve. Aumento original 
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1000x. d) Grupo SHAM-ME: Intensa marcação do tecido de granulação ao 
redor () do enxerto (E). Aumento original 200x. 
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5.2.3 OSTEOCALCINA (OCC) 

 

 

As estruturas marcadas e a intensidade da marcação 

encontram-se listadas na tabela 3. 

Em todos os grupos avaliados, os espaços vasculares 

mostraram marcação moderada. A matriz óssea do leito receptor e do 

enxerto exibiu marcação discreta e difusa. (Figura 14). 

 

Tabela 3. Osteocalcina. Estruturas marcadas e intensidade da marcação. 
 

(continua) 

 
DIA O DIA 7 DIA 21 

 OVZ SHAM E ME E ME 

Matriz óssea  + + + + + + 

Osso neoformado   - - - - 

Osteócitos L  + + + + + + 

Osteócitos E  ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

TC L-E + a +++ + a +++ +++ +++ +++ +++ 

TC E   + a +++ +++ - a + +++ 

TC espaços medulares + - ++ a +++ ++ a +++ +++ +++ 

Osteócitos ON    + + - a + - a + 

Osteoblasto    + a ++ + a ++ + a ++ + a ++ 

Megacariócitos  - - +++ +++ +++ +++ 

Células medula  ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Esp vasculares  - - - - - - 

Osteoclastos  - - - - - - 

Linhas reversas  - - - - - - 
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Tabela 3. Osteocalcina. Estruturas marcadas e intensidade da marcação. 
 

(conclusão) 

 
DIA 45 DIA 60 

 E ME E ME 

Matriz óssea  + + + + 

Osso neoformado + + + + 

Osteócitos L  + + + + 

Osteócitos E  ++ ++ ++  ++  

TC L-E +++ +++ +++ ++ 

TC E - a + +++ - a + ++ a +++ 

TC espaços medulares ++ a +++ ++ a +++ ++ a +++ ++ a +++ 

Osteócitos ON  - a + - a + +++ +++ 

Osteoblasto  +++ +++ +++ +++ 

Megacariócitos  +++ +++ +++ +++ 

Células medula  ++ ++ ++ ++ 

Esp vasculares  - - - - 

Osteoclastos  - - - - 

Linhas reversas  - - - - 

(TC = tecido conjuntivo; L= leito receptor; E=enxerto; ON= osso neoformado) 

 

 

5.2.3.1 Período de zero hora 

 

 

As características imunoistoquímicas observadas nos 

quatro grupos foram semelhantes. 

As lacunas dos osteócitos presentes na região mediana do 

enxerto foram moderadamente marcadas. No leito receptor, essa 

marcação foi mais discreta, com menor quantidade de osteócitos 

marcados que o enxerto. (Figura 14). 

O tecido conjuntivo presente nos espaços medulares do 

enxerto dos grupos OVZ-E e OVZ-ME mostrou-se levemente marcado. 

(Figura 14). 
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Algumas células presentes na medula óssea exibiram 

marcação citoplasmática moderada, enquanto megacariócitos não foram 

marcados. (Figura 14). 

 

 

5.2.3.2 Período de sete dias 

 

 

A matriz óssea mostrou marcação discreta e difusa. O 

tecido ósseo neoformado não exibiu qualquer marcação. 

Os grupos OVZ-E e SHAM-E mostraram grande 

quantidade de tecido de granulação interposto entre leito receptor e 

enxerto, intensamente marcados. Os grupos OVZ-ME e SHAM-ME 

também mostraram esse mesmo padrão de marcação, porém a 

quantidade de tecido de granulação nessa área foi menor. (Figura 15). 

O tecido de granulação presente ao redor do enxerto 

mostrou marcação que variou de leve a intensa nos grupos OVZ-E e 

SHAM-E, e intensa nos grupos OVZ-ME e SHAM-ME. (Figura 15). 

Nos grupos OVZ-E e OVZ-ME, o tecido conjuntivo 

presente entremeado nas trabéculas ósseas imaturas da base e da 

superfície do leito receptor mostrou marcação variando de moderada a 

intensa. Nos grupos SHAM-E e SHAM-ME, essa marcação foi intensa. 

Nos grupos OVZ-E e SHAM-E, essa marcação foi observada também nos 

espaços medulares do enxerto. (Figura 15). 

Os osteoblastos, presentes tanto sobre a superfície óssea 

como entremeados nas trabéculas ósseas imaturas, mostraram marcação 

citoplasmática e de membrana que variou de leve a moderada. (Fig 5.10). 

Ainda de permeio ás trabéculas ósseas, observou-se que 

nos quatro grupos, os osteócitos volumosos exibiam marcação leve. 
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Marcação mediana foi visto nas lacunas daqueles presentes na região 

mediana do enxerto. 

Observou-se ainda, marcação citoplasmática moderada de 

algumas células presentes na medula óssea, e marcação intensa de 

megacariócitos. 

 

 

5.2.3.3 Período de 21 dias 

 

 

Os quatro grupos exibiram marcação imunoistoquímica 

semelhantes. 

A matriz óssea neoformada na interface leito-enxerto e na 

periferia do enxerto não exibiu qualquer marcação.  

O tecido conjuntivo presente na interface leito-enxerto 

mostrou-se novamente com intensa marcação. Nos grupos OVZ-ME e 

SHAM-ME, o tecido conjuntivo presente ao redor do enxerto exibiu 

marcação intensa, enquanto nos grupos OVZ-E e SHAM-E, essa 

marcação foi ora negativa, ora leve. 

O tecido medular das trabéculas ósseas imaturas, tanto do 

osso neoformado como da base do leito receptor exibiu positividade 

intensa. 

Os osteoblastos, dispostos em camada sobre a superfície 

óssea ou entremeados nos espaços medulares tiveram sua marcação 

variando de leve a moderada. 

Os osteócitos presentes nas trabéculas ósseas imaturas, 

principalmente os mais volumosos, mostraram-se levemente marcados 

nos grupos SHAM-E e SHAM-ME, enquanto nos grupos OVZ-E e OVZ-

ME, a marcação foi negativa.  
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Observou-se ainda, marcação citoplasmática moderada de 

algumas células presentes na medula óssea, e marcação intensa de 

megacariócitos. 

 

 

5.2.3.4 Período de 45 dias 

 

 

Os quatro grupos apresentaram características 

imunoistoquímicas semelhantes. 

O tecido ósseo neoformado mostrou-se, neste período, 

com marcação difusa e discreta, semelhante à encontrada nos períodos 

iniciais. 

O tecido conjuntivo interposto entre leito receptor e enxerto 

mostrou marcação intensa nos quatro grupos. Nos grupos OVZ-E e 

SHAM-E, o tecido conjuntivo presente ao redor do enxerto exibiu 

marcação que ora foi negativa, ora leve, enquanto nos grupos OVZ-ME e 

SHAM-ME, essa marcação foi intensa. Em todos os grupos, o tecido 

medular mostrou marcação que variou de moderada a intensa. 

Os osteoblastos mostraram marcação intensa no 

citoplasma e membrana. (Figura 16). 

Os osteócitos volumosos entremeados nas trabéculas 

ósseas imaturas mostraram marcação leve e até mesmo ausente, 

enquanto os localizados nas demais áreas mostraram marcação 

moderada apenas em suas lacunas. (Figura 16). 

Algumas células presentes na medula óssea mostraram 

marcação moderada citoplasmática, enquanto em outras, essa marcação 

foi vista em sua membrana. Megacariócitos exibiram marcação 

citoplasmática acentuada. 
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5.2.3.5 Período de 60 dias 

 

 

O tecido ósseo neoformado na interface leito receptor-

enxerto exibiu marcação leve e difusa, como observado nos períodos 

iniciais. Por vezes, foi possível observar esse tecido neoformado com 

marcação ligeiramente mais acentuada que a matriz. 

O tecido conjuntivo na interface leito-enxerto, quando 

presente, mostrou marcação intensa nos grupos OVZ-E e SHAM-E e 

moderada no grupo OVZ-ME. O grupo SHAM-ME mostrou apenas tecido 

ósseo na interface. (Figura 17). 

O tecido conjuntivo presente ao redor do enxerto mostrou 

marcação leve e até mesmo ausente nos grupos E, enquanto os grupos 

ME exibiram marcação que variou de moderada a intensa. (Figura 17). 

Os osteoblastos exibiram marcação citoplasmática intensa, 

em todas as regiões em que estavam presentes, o mesmo observado 

com os osteócitos volumosos da matriz neoformada. (Figura 17). 
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Figura 14 - Osteocalcina. Período zero hora. a) Matriz óssea com leve marcação. 

Aumento original 100x. b) Lacunas dos osteócitos () no centro do 
enxerto moderadamente marcadas. Aumento original 400x. c) Tecido 
medular discretamente marcado (). Aumento original 400x. d) 
Positividade moderada de células da medula óssea e ausência de 
marcação de megacariócitos (►). Aumento original 400x. 
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Figura 15 - Osteocalcina. Período sete dias. a e b) Grupo OVZ-ME: intensa marcação 

do tecido de granulação na interface leito-enxerto () e ao redor () do 
enxerto (E), respectivamente. Aumento original 200x. c e d) Grupo SHAM-
E: Marcação intensa do tecido de granulação na interface leito-enxerto () 
e discreta ao redor () do enxerto (E), respectivamente. Aumento original 
200x. e) Grupo SHAM-ME: Osteoblastos () com moderadamente 
marcados. Aumento original 1000x. f) Grupo SHAM-E: Osteócitos () nas 
trabéculas ósseas imaturas exibem positividade leve, enquanto os 
osteoblastos (), positividade que variou de leve a moderada. Aumento 
original 400x. 
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Figura 16 - Osteocalcina. Período de 45 dias. Grupo SHAM-ME. a) Osteoblastos () 

com marcação moderada. Aumento original 1000x. b) Lacunas dos 
osteócitos () com positividade leve, e por vezes, ausente. Aumento 
original 400x. 

 
 

     

     

 
Figura 17 - Osteocalcina. Período 60 dias. a) Grupo OVZ-E: Marcação moderada do 

tecido de granulação na interface leito-enxerto (. Aumento original 200x. 
b) Grupo OVZ-ME: Marcação intensa do tecido de granulação na interface 
leito-enxerto (). Aumento original 200x. c) Osteoblastos () com 
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positividade intensa. Aumento original 1000x. d) Osteócitos () volumosos 
do osso neoformado intensamente marcados. Aumento original 400x. 

 

5.2.4 RANKL 

 

 

As estruturas marcadas e a intensidade da marcação 

encontram-se listadas na tabela 4. 

A matriz óssea não foi marcada em nenhum dos períodos 

analisados. (Figura 18). 

Algumas células presentes no espaço medular 

apresentaram marcação citoplasmática intensa. Essa marcação foi 

constante para todos os períodos. Megacariócitos não exibiram nenhum 

tipo de marcação. (Figura 18). 

Também foi igual a todos os períodos a marcação 

moderada dos espaços vasculares. 

 

Tabela 4. RANKL. Estruturas marcadas e intensidade da marcação. 
 

(continua) 

 DIA O DIA 7 DIA 21 

 OVZ SHAM E ME E ME 

Osteócitos L  + a ++ + a ++ ++ ++ + + 

Osteócitos E  ++ ++ ++ ++ + + 

TC L-E + + +++ + a +++ ++ ++ 

TC  E   +++ + a +++ +++ +++ 

TC espaços medulares + 
 +++ +++ +++ +++ 

Osteócitos ON    +++ +++ ++ ++ 

Osteoblasto    ++ a +++ ++ a +++ ++ ++ 

Osteoclastos   + a ++ + a ++ - a + - a + 

Megacariócitos  - - - - - - 

Células medula  +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Esp vasculares  - - - - - - 

Linhas reversas  - - - - - - 

Matriz óssea  - - - - - - 

Osso neoformado - - - - - - 

 



84 

 

 

 

Tabela 4. RANKL. Estruturas marcadas e intensidade da marcação. 

 
(conclusão) 

 DIA 45 DIA 60 

 OVZ-E OVZ-ME SHAM E ME 

Osteócitos L  + + +   
Osteócitos E  + + +   
TC L-E +++ ++ ++ ++ + 

TC  E +++ ++ ++ ++ + a ++ 

TC espaços medulares +++ +++ +++ ++ ++ 

Osteócitos ON  ++ ++ ++ + a ++ + a ++ 

Osteoblasto  ++ ++ ++ ++ ++ 

Osteoclastos - a + - a + - a + + + 

Megacariócitos  - - - - - 

Células medula  +++ +++ +++ +++ +++ 

Esp vasculares  - - - - - 

Linhas reversas  - - - - - 

Matriz óssea  - - - - - 

Osso neoformado - - - - - 

(TC = tecido conjuntivo; L= leito receptor; E=enxerto; ON= osso neoformado) 

 

 

5.2.4.1 Período de zero hora 

 

 

Os espécimes dos quatro grupos avaliados neste período 

exibiram características semelhantes. 

Nos grupos OVZ-E e OVZ-ME o leito receptor e o enxerto 

apresentavam maior quantidade de espaços medulares. No interior 

destes espaços, o tecido conjuntivo fibroso mostrou leve marcação em 

alguns espécimes.  
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As lacunas dos osteócitos do leito receptor exibiam 

marcação que variava de intensidade leve a moderada. A marcação 

moderada foi observada nos mais volumosos e que estavam localizados 

na periferia do leito. (Figura 18). 

Na região do enxerto, as lacunas dos osteócitos mais 

volumosos e localizados próximo à região central mostraram marcação 

moderada. (Figura 18). 

 

 

5.2.4.2 Período de 7 dias 

 

 

As características imunoistoquímicas foram semelhantes 

para os quatro grupos. 

Nos grupos OVZ-E e SHAM-E, na interface leito-enxerto 

observou-se considerável quantidade de tecido de granulação com 

marcação intensa, o mesmo observado para o tecido de granulação que 

recobria o enxerto. Esse tecido de granulação mostrava marcação intensa 

de células endoteliais e do citoplasma dos fibroblastos. Nos grupos OVZ-

ME e SHAM-ME, essa marcação foi bem difusa, variando de leve a 

intensa. (Figura 19). 

As lacunas dos osteócitos tanto do leito receptor quanto do 

enxerto mostraram marcação moderada, especialmente os mais 

volumosos.  

Os osteócitos das trabéculas ósseas imaturas eram 

bastante volumosos e exibiam marcação intensa de sua lacuna bem 

como o tecido conjuntivo presente no interior destas trabéculas. Os 

osteoblastos presentes no interior das trabéculas exibia marcação 

citoplasmática moderada a intensa, assim como os osteoblastos 

presentes na superfície óssea do leito receptor. (Figura 19). 
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Os osteoclastos mostraram-se com marcação 

citoplasmática que variou de leve a moderada. A marcação mais 

acentuada foi observada nos que estavam mais próximos ao tecido 

ósseo. (Figura 19). 

 

 

5.2.4.3 Período de 21 dias 

 

 

Todos os espécimes mostraram características 

imunoistoquímicas semelhantes. 

O tecido conjuntivo na interface leito-enxerto mostrou 

marcação moderada. Já o tecido conjuntivo que recobria o enxerto 

apresentou intensa marcação para os quatro grupos. 

O tecido presente no espaço medular das trabéculas 

ósseas imaturas mostrou-se intensamente marcado. 

Os osteoblastos presentes tanto nos espaços medulares 

como na superfície óssea apresentavam positividade moderada. (Figura 

20). 

Em todos os grupos observou-se que os osteócitos tanto 

do leito receptor como do enxerto mostram-se menos volumosos que nos 

dias 0 e 7, e exibiram marcação mais leve de suas lacunas. Os osteócitos 

do osso neoformado eram mais amplos, com marcação moderada de 

suas lacunas. (Figura 20). 

Alguns osteoclastos localizados em íntimo contato com o 

tecido ósseo mostraram marcação leve de seu citoplasma enquanto 

outros, que se localizavam mais afastados, não exibiram positividade 

alguma. (Figura 20). 
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5.2.4.4 Período de 45 dias 

 

 

Os grupos OVZ-ME, SHAM-E e SHAM-ME apresentaram 

marcação moderada do tecido conjuntivo na interface leito-enxerto e ao 

redor do enxerto Apenas o grupo OVZ-E mostrou intensa marcação. De 

permeio à este tecido, pode-se notar intensa marcação das células 

endoteliais e fibroblastos. (Figura 21). 

Os osteoblastos presentes tanto nos espaços medulares 

como recobrindo a superfície óssea apresentavam positividade 

moderada. (Figura 21). 

Os osteócitos tanto do leito receptor como do enxerto 

mostraram marcação mais leve de suas lacunas. Os osteócitos das 

trabéculas ósseas, mais amplos, exibiram marcação moderada de suas 

lacunas. 

Alguns osteoclastos localizados em íntimo contato com o 

tecido ósseo mostraram marcação leve de seu citoplasma enquanto 

outros, que se localizavam mais afastados, não exibiram positividade 

alguma.  

 

 

5.2.4.5 Período de 60 dias 

 

 

Nos grupos OVZ-E e SHAM-E, o tecido conjuntivo na 

interface mostrou marcação moderada, enquanto no grupo OVZ-ME essa 

marcação foi leve, com marcação intensa de células endoteliais e 
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fibroblastos. O grupo SHAM-ME apresentava apenas tecido ósseo na 

interface leito-enxerto. O tecido conjuntivo na periferia do enxerto mostrou 

marcação moderada em todos os grupos, exceto no SHAM-ME, que 

mostrou leve marcação. 

Os osteócitos do osso neoformado na interface leito-

enxerto e ao redor do enxerto exibiam sua lacuna com marcação que 

variava de leve a moderada. 

Os osteoblastos mostraram-se moderadamente marcados, 

enquanto os osteoclastos exibiam marcação leve (Figura 22). 
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Figura 18 - RANKL. a) Marcação negativa de megacariócitos e intensa de células da 

medula óssea (»). Aumento original 1000x. b) Marcação negativa da matriz 

óssea. Aumento original 100x. c) Marcação leve do tecido conjuntivo 
fibroso nos espaços medulares () do enxerto e marcação moderada dos 
osteócitos () próximo aos espaços medulares. Aumento original 200x. 
Marcação moderada dos osteócitos () na região mediana do enxerto. 
Aumento original 400x. 
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Figura 19 - RANKL. Período 7 dias. a) Grupo OVZ-ME: Marcação leve do tecido da 

interface leito-enxerto (). Aumento original 200x. b) Grupo OVZ-E: 
Marcação intensa do tecido da interface leito enxerto (). Aumento 
original 100x. c) Osteoblastos () com marcação moderada a intensa e 
lacunas dos osteócitos () volumosas e intensamente marcadas. 
Aumento original 400X. d) Osteoclasto (►) na parte inferior do enxerto 

mostra-se levemente marcado. Aumento original 1000X. 
 
 

     

 
Figura 20 - RANKL. a) Período 21 dias. a) Grupo OVZ-ME: Osteócitos () do osso 

neoformado menos volumosos com marcação leve de suas lacunas. 
Osteoblastos () sobre a superfície óssea exibem positividade 
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moderada. Aumento original 400x. b) Grupo SHAM-E Osteoclasto (►) 
com marcação negativa 400x. 

 

     

     

 
Figura 21 - RANKL. Período 45 dias. a) e b) Grupo OVZ-ME. a) Marcação moderada 

do tecido conjuntivo na interface leito-enxerto (). Aumento original 
200x. b) Marcação moderada do tecido conjuntivo ao redor do enxerto 
(); osteoclasto (►) sobre a superfície óssea com marcação 
citoplasmática leve. Aumento original 400x. c) e d) Grupo OVZ-E: c) 
Marcação intensa do tecido conjuntivo na interface leito-enxerto (). 
Aumento original 200x. d) Intensa marcação de fibroblastos do tecido ao 
redor do enxerto. Aumento original 400x. 

 
 

     

 

a b 

c d 

a b 

► 

E 

E 

E 

E 

L L 

L 

L 

 

 

 

 
 



92 

Figura 22 - RANKL. Período 60 dias. a) Marcação moderada de osteoblastos (). 
Aumento original 1000x. b) Intensa marcação de células endoteliais () 
do tecido conjuntivo na interface leito-enxerto (L-E). Aumento original 
400x. 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 

 

 

A homeostase óssea é mantida pelo balanço entre 

reabsorção óssea por osteoclastos e formação óssea por osteoblastos.  

Sialoproteína óssea (BSP), Osteonectina (ONC) e 

Osteocalcina (OCC) são proteínas não-colágenas que possuem a 

capacidade de se ligarem a mineral, e apresentam diversas funções 

relacionadas à formação e reparo de tecidos mineralizados de origem 

colágena, como organização da matriz colágena e regulação da formação 

e crescimento dos cristais de hidroxiapatita. Os padrões distintos de 

localização dessas proteínas no osso sustentam a hipótese de que essas 

proteínas podem influenciar eventos como recrutamento, adesão, 

diferenciação e atividade de células ósseas e que sua distribuição nos 

tecidos esteja relacionada com o estágio de formação óssea (Ingram et 

al., 1993; McKee et al., 1996; Ganss et al., 1999). 

O ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-β 

(RANKL) é uma citocina pertencente à família do fator de necrose tumoral 

(TNF). É o mediador primário da formação, função e sobrevivência dos 

osteoclastos, e está relacionado à perda óssea sob várias circunstâncias 

(Miheller et al, 2007; Stolina et al., 2007; Gallaghet, 2008). O RANKL ativa 

o receptor ativador do fator nuclear kappa-β (RANK), presente na 

membrana de pré-osteoclastos e induz sua diferenciação em osteoclastos 

(Gallagher, 2008). 

A Osteoprotegerina (OPG) é uma citocina também 

pertencente à família do TNF que age como receptor para o RANKL, 
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prevenindo que este que ligue ao RANK, bloqueando assim a 

diferenciação de osteoclastos, e consequentemente a reabsorção óssea 

(Jilka, 2003; Miheller et al., 2007; McCormick, 2007).. 

A interação OPG/RANK/RANKL tem papel fundamental no 

processo de osteoclastogênse, e é crítica para a regulação da 

remodelação óssea. 

Após a menopausa, a perda óssea deve-se ao 

favorecimento da atividade do RANKL sobre a OPG. A diminuição dos 

níveis de estrógeno leva à diminuição da atividade da OPG e aumento da 

atividade do RANKL, levando ao aumento da reabsorção e perda óssea. 

A odontologia tem acompanhado o aumento da expectativa 

de vida e conseguido propiciar a esses pacientes tratamentos 

reabilitadores cada vez mais especializados. A realização de enxertos 

ósseos autógenos tem proporcionado a colocação de implantes 

osseointegrados em pacientes que antes não seria possível. 

Assim, a avaliação da expressão imunoistoquímica dos 

marcadores de formação óssea OCC, ONC e BSP, e do marcador de 

reabsorção óssea RANKL no processo de reparação do enxerto ósseo 

autógeno onlay, recoberto ou não por membrana de Politetrafluoretileno 

expandido (PTFE-e), em ratas com deficiência estrogênica permitiu um 

melhor conhecimento deste delicado processo biológico. 

Os resultados do presente estudo mostraram que os 

marcadores imunoistoquímicos exibiram, dentro de um mesmo período, 

características semelhantes entre os grupos. 

A BSP mostrou marcação mais intensa nos dias 7 e 21. No 

7º dia, observou-se marcação intensa também da ONC e RANKL, 

enquanto a OCC mostrou maior positividade nos dois últimos períodos. 

No último período avaliado, as características de marcação quanto à 

intensidade e às estruturas marcadas se assemelharam com os períodos 

iniciais. 
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A maior semelhança da marcação imunoistoquímica pela 

BSP foi observada entre os períodos 7 e 21 dias, o mesmo observado 

para a ONC. A marcação pela OCC mostrou-se semelhante aos 45 e 60 

dias, enquanto o RANKL teve sua expressão entre os dias 21 e 45 

semelhante. 

A matriz óssea foi marcada apenas pela BSP e OCC. Com a 

BSP, a matriz óssea tanto de leito receptor quanto do enxerto exibiu 

marcação leve em todos os grupos, enquanto a OCC marcou de maneira 

discreta e difusa. A marcação mais intensa pela BSP foi observada entre 

os dias 7 e 21. Nos dias 45 e 60, a intensidade da marcação variou de 

leve a moderada, exibindo, neste último período, marcação difusa com 

predomínio das áreas levemente marcadas. A localização da BSP no 

osso neoformado nesses períodos foi consistente com seu papel na 

formação e remodelação (Bianco et al. (1991); Chen et al. (1993). 

Os achados do presente estudo mostraram marcação mais 

intensa da BSP no osso neoformado, enquanto o osso maduro, em todos 

os períodos, mostrou-se fracamente marcado. Resultados semelhantes 

aos nossos foram encontrados por Lekic et al. (1996) e por Arambawatta 

et al. (2005), após análise da formação do osso alveolar de ratos. 

Chen et al. (1993) analisaram o osso alveolar mandibular de 

de fetos de porcos com 35 a 50 dias e observaram marcação da BSP 

restrita à matriz de tecidos mineralizados do osso alveolar e dentina. No 

osso alveolar, essa marcação foi evidente nos osteoblastos e osteócitos 

da matriz, e o osso maduro foi corado mais intensamente que o osso 

neoformado. A BSP foi observada também concentrada em linhas 

reversas devido à rápida remodelação.  

Pinero et al. (1995) utilizaram o mesmo marcador anti-BSP, 

LF-87, utilizado neste trabalho, em mandíbula de ratos recém-nascidos e 

observaram marcação intensa da matriz óssea e dos osteoblastos, e 

marcação discreta de osteoclastos. Osteócitos não foram marcados. 
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Malaval et al. (2008) concluíram que deficiência de BSP de 

ratos knockout para BSP afeta, e impede o crescimento dos ossos e sua 

mineralização, com redução dramática da formação óssea, evidenciado 

pelo peso e tamanho inferior ao considerado normal. 

Lao et al. (2006) observaram com a BSP marcação fraca da 

matriz óssea do osso alveolar e marcação leve a moderada ao redor de 

lacunas e das linhas reversas em espécimes humanos de dentes 

associados ao periodonto previamente tratado. 

Ivanovski et al. (2000) realizaram, em cachorros, defeitos 

periodontais experimentais ao redor do 2º pré-molar seguido de colocação 

de membrana de PTFE-e. Após 4 semanas, a BSP mostrou marcação 

moderada do tecido conjuntivo fibroso que preencheu o defeito e alguns 

pontos de fraca marcação intracelular das células deste tecido, além de 

marcação intensa, difusa e granular do osso neoformado. Osteócitos e 

lacunas próximas a esta área também foram intensamente marcados, 

assim como uma pequena porção de osteoblastos associados ao osso 

neoformado. Ao contrário dos nossos achados, alguns osteoclastos foram 

intensamente marcados. Estes autores também avaliaram a OCC, que se 

mostrou fracamente localizada na matriz extracelular do tecido conjuntivo 

que preencheu o defeito periodontal. Houve alguma marcação intracelular 

de células do tecido mole e de osteoblastos ao redor do osso 

neoformado, enquanto a matriz extracelular do osso neoformado mostrou 

pouca e até mesmo nenhuma marcação. A falta de marcação da matriz 

extracelular do osso neoformado estava em total contraste ao osso mais 

maduro, que se corou mais intensamente. No presente estudo, os cortes 

corados pela OCC mostraram marcação da matriz neoformada apenas a 

partir do dia 45. Essa marcação era discreta e difusa, repetindo-se no 

período final. 

Já em 2001, Ivanovski et al. avaliaram a expressão da OCC 

e BSP em dentes humanos com periodonto associado. A OCC mostrou 

marcação fraca na matriz extracelular do tecido conjuntivo da gengiva e 
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marcação moderada do cemento e do osso. A expressão da BSP foi 

restrita aos tecidos mineralizados, com marcação moderada do cemento 

e do osso, com maior intensidade imediatamente adjacente ao ligamento 

periodontal, devido à presença de células com potencial de formação de 

tecido mineralizado. No presente estudo, tal marcação em estruturas 

mineralizadas, pela BSP, também foi observada. Inclusive, os 

osteoblastos, células em intenso processo de formação óssea nos 

períodos de 7 e 21 dias, de todos os grupos deste estudo, apresentaram-

se fortemente marcadas. 

Bobryshev et al. (2008) avaliaram artérias carótidas 

ateroscletóticas de espécimes humanos e observaram marcação intensa 

de agregados homogêneos e granulares de OCC na matriz óssea. 

Luzivuto et al (2010b) analisaram a reparo ósseo alveolar 

em ratas ovariectomizadas e observaram alteração na expressão da 

OCC, uma vez que a deficiência estrogênica atrasa o processo de reparo. 

As ratas que não foram submetidas à castração mostraram marcação 

intensa da matriz óssea neoformada pela OCC nos dias 14 e 21, 

enquanto o grupo ovariectomizado teve essa expressão mais discreta. 

A BSP neste estudo se mostrou o único marcador que 

evidenciou linhas reversas. No período inicial, essa marcação foi 

observada apenas no leito receptor dos grupos OVZ-E e OVZ-ME. A 

marcação mais intensa ocorreu nos dias 7 e 21 tanto no leito receptor 

quanto no enxerto. Aos 45 dias, pode-se observar forte marcação da linha 

que demarcava as bordas do osso neoformado. No período final, essa 

marcação foi novamente moderada. 

Apenas a BSP não corou o tecido de granulação interposto 

entre leito receptor e enxerto. 

Quanto a este mesmo tecido, no período inicial, quando 

presente na interface leito-enxerto, mostrou-se levemente marcado pelo 

RANKL. Essa marcação variou de leve a moderada nos cortes corados 
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pela ONC e de leve a intensa para a OCC. Em todos os grupos, a 

marcação mais intensa foi observada no 7° dia. 

Amar et al. (1995) analisaram espécimes de dentes 

humanos com doença periodontal em que foi utilizada membrana de 

PTFE-e, e observaram que a ONC marcou de maneira intensa o tecido 

conjuntivo gengival. 

Ainda no tecido de granulação do presente estudo, foi 

observado que o RANKL apresentou marcação moderada no dia 21. Aos 

45 dias, a marcação intensa foi observada apenas no grupo OVZ-E, 

enquanto nos demais a marcação foi moderada. No período final, os 

espécimes que receberam a membrana de PTFE-e mostraram marcação 

leve, enquanto os outros, marcação moderada. A OCC mostrou intensa 

marcação nos demais períodos. Essa marcação também foi intensa nos 

dias 21 e 45 para a ONC, mostrando-se novamente moderada aos 60 

dias. 

O tecido de granulação sobre o enxerto exibiu, nos 

espécimes que foram recobertos pela membrana de PTFE-e, positividade 

para a ONC que variou de moderada a intensa no dia 7, e intensa nos 

dias 21 e 45, mostrando-se novamente moderada aos 60 dias. Os 

espécimes que não receberam a membrana mostraram marcação leve 

aos 7 e 60 dias. Nos dias 21 e 45, essa marcação oscilou entre leve e 

moderada. 

A OCC mostrou, nos grupos em que a membrana de PTFE-

e foi utilizada, intensa marcação entre o período 7 a 45 dias, e marcação 

moderada aos 60 dias. Quando a membrana não foi utilizada, a marcação 

foi bastante variada aos 7 dias, ora leve, ora intensa. Após esse período, 

a marcação foi leve, e por vezes, ausente. 

O RANKL mostrou um padrão de imunomarcação mais 

heterogêneo. No dia 7, houve intensa marcação nos grupos OVZ-E e 

SHAM-E, enquanto os grupos OVZ-ME e SHAM-ME mostraram marcação 

mais difusa, variando de leve a intensa. Nesta área, foi possível ainda 
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identificar células endoteliais, intensamente marcadas. No dia 21, todos 

os espécimes mostraram intensa marcação desta área. Aos 45 dias, 

assim como o observado para o tecido de granulação interposto entre 

leito receptor e enxerto, apenas o grupo OVZ-E mostrou-se intensamente 

marcado, enquanto nos demais a marcação moderada. De permeio a este 

tecido, pode-se notar intensa marcação das células endoteliais e 

fibroblastos. No período final, todos os grupos mostraram positividade 

moderada. 

O tecido conjuntivo entremeado nas trabéculas ósseas 

imaturas da base e da superfície do leito receptor mostrou positividade 

para ONC que variou de moderada à intensa entre os dias 7 e 45. Nos 

grupos OVZ-E e SHAM-E, observou-se marcação moderada também nos 

espaços medulares do enxerto. 

Já a OCC mostrou leve marcação no dia 0, enquanto no dia 

7, essa marcação variou de moderada a intensa nos grupos OVZ, 

enquanto nos grupos SHAM, essa marcação foi intensa. Ainda nesse 

período, pode-se observar marcação moderada dos espaços medulares 

do enxerto não recoberto pela membrana de PTFE-e. Aos 21 dias, essa 

marcação foi intensa em todos os grupos.  

O RANKL mostrou, no período inicial, marcação apenas nos 

grupos OVZ-E e OVZ-ME. Essa marcação foi leve e restrita aos espaços 

medulares do enxerto. No período compreendido entre os dias 7 e 45, a 

marcação foi intensa. 

Os osteoblastos presentes nas lacunas ósseas e sobre a 

superfície óssea mostraram intensa positividade citoplasmática para BSP 

nos períodos 7 e 21 dias. Essa marcação foi moderada aos 45 dias e aos 

60, essas estruturas exibiram positividade que variou de leve a moderada, 

como observado no período inicial. 

A ONC mostrou, no período inicial, marcação citoplasmática 

dos osteoblastos que variou de moderada a intensa. No dia 7, essa 

marcação foi intensa. Nos dias 21 e 45, apenas os osteoblastos dispostos 
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em camada sobre a superfície óssea mostraram-se intensamente 

marcados, enquanto aqueles que estavam entremeados às trabéculas 

ósseas exibiram positividade que variou de leve a moderada. No período 

final, essa marcação foi moderada. 

Ishigaki et al. (2002) observaram, em mandíbulas de fetos 

de ratos, expressão moderada a intensa da ONC em osteoblastos dos 

fetos a partir de 15 dias, enquanto, no mesmo período, a marcação para 

OCC e BSP foi fraca. A matriz óssea não foi marcada pela ONC, 

enquanto a BSP mostrou positividade ora leve ora moderada, e fraca para 

OCC. 

Em 1992, Serra et al. afirmaram que a ONC é um marcador 

confiável de tumores osteogênicos, uma vez que células normais não 

mostrariam evidência de marcação imunoistoquímica. 

Pode-se observar com a OCC, nos dias 7 e 21, que os 

osteoblastos dos quatro grupos mostraram marcação citoplasmática e de 

membrana que variou de leve a moderada. Aos 45 e 60 dias, essa 

marcação foi intensa em todos os grupos. 

Marcação citoplasmática dessas células foi observada 

também com o RANKL. No dia 7, a marcação variou de moderada a 

intensa, mostrando-se moderada nos demais períodos. 

Luzivuto et al (2010a) utilizaram os marcadores RANKL e 

OPG para avaliar o reparo ósseo alveolar em ratas ovariectomizadas e 

observaram marcação intensa dos osteoblastos ao redor e entremeado ás 

trabéculas ósseas imaturas no tecido ósseo. Com base nestes resultados, 

os autores sugerem que estas células têm participação importante na 

síntese destas duas citocinas. 

A BSP mostrou que em todos os períodos e grupos, a 

marcação das lacunas dos osteócitos do leito receptor variou de leve a 

moderada. 

Os osteócitos do leito receptor não se mostraram marcados 

em nenhum período pela ONC. 
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A OCC exibiu positividade leve das lacunas dos osteócitos 

em todos os períodos. 

O RANKL mostrou, nos dias 0 e 7, as lacunas dos osteócitos 

do leito receptor com marcação que variava de intensidade leve a 

moderada. A marcação moderada foi observada nos mais volumosos e 

que estavam localizados na periferia do leito. Nos demais períodos, essa 

marcação foi leve. 

Em todos os períodos, todos os marcadores mostraram que 

os osteócitos da região mediana do enxerto, especialmente os mais 

volumosos, exibiram marcação moderada. Os marcadores OCC e RANKL 

mostraram positividade apenas das lacunas dos osteócitos. A partir do dia 

21, essa visualização não foi possível em alguns espécimes devido à 

intensa reabsorção sofrida, principalmente nos espécimes em que não 

houve o recobrimento do enxerto pela membrana de PTFE-e. 

Os osteócitos entremeados nas trabéculas ósseas imaturas 

mostraram intensa positividade para a BSP nos períodos 7 e 21 dias. No 

dia 45, essas estruturas apresentavam-se moderadamente marcadas. No 

período final, essas estruturas exibiram positividade que variou de leve a 

moderada, como observado no período inicial. 

Nos dias 7 e 21, a positividade para ONC dos osteócitos das 

trabéculas ósseas imaturas variou de leve a intensa. A marcação mais 

intensa foi observada nos osteócitos mais volumosos. A partir do dia 45, 

já não se observava marcação da maioria dos osteócitos. 

A OCC mostrou que os osteócitos do osso neoformado 

apresentavam positividade leve de suas lacunas, inclusive os mais 

volumosos. Aos 21 dias, a marcação intensa foi observada nos grupos 

SHAM, enquanto nos grupos OVZ, a marcação foi moderada. Aos 45 e 60 

dias, a marcação foi intensa em todos os grupos. 

O RANKL mostrou, no dia 7, marcação intensa da lacuna 

dos osteócitos das trabéculas ósseas imaturas, principalmente os mais 
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volumosos. Nos dias 21 e 45, essa marcação foi moderada. No período 

final, a marcação variou de leve a moderada. 

No presente estudo, os osteoclastos mostraram-se positivos 

apenas para o RANKL. No dia 7, a marcação citoplasmática variou de 

leve a moderada. A marcação mais acentuada foi observada nos que 

estavam em íntimo contato com o tecido ósseo. Nos demais períodos, os 

osteoclastos mais próximos ao tecido ósseo mostraram-se levemente 

marcados, ao passo que os demais não exibiram marcação alguma. 

Na medula óssea, pode-se observar megacariócitos com 

marcação citoplasmática leve para a BSP. Essa marcação mostrou-se 

negativa apenas no período final. As demais células, para todos os 

períodos, não exibiram qualquer tipo de marcação.  

A OCC mostrou, nos dia 0, 7 e 21, que algumas células 

presentes na medula óssea exibiram marcação citoplasmática moderada. 

Aos 45 e 60 dias, essa marcação foi vista também na membrana de 

algumas células. Megacariócitos não foram marcados no período inicial, 

enquanto nos demais períodos observou-se marcação citoplasmática 

intensa. 

Algumas células presentes no espaço medular 

apresentaram marcação citoplasmática intensa para o RANKL. Essa 

marcação foi constante para todos os períodos. Megacariócitos não 

exibiram nenhum tipo de marcação. Lee et al. (2005) descreveram a 

expressão do marcador RANKL na regeneração do timo de ratos, e 

observaram relação deste marcador com linfócitos T durante sua 

regeneração. 

Apenas a ONC não mostrou positividade para nenhuma 

célula da medula óssea. 

Apenas os cortes corados com a ONC mostraram intensa 

marcação de músculo esquelético estriado. Também foi comum a todos 

os espécimes a marcação moderada do tecido conjuntivo interposto entre 

os lóbulos das glândulas salivares. O mesmo anticorpo anti-ONC LF-23 
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foi utilizado por Wewer et al. (1988) para análise de casos de carcinomas 

humanos. Estes autores observaram intensa marcação do tecido 

muscular do útero. 

Os espaços vasculares não mostraram positividade apenas 

para a ONC, enquanto para os demais marcadores, a expressão foi 

moderada em todos os períodos. 

O presente estudo mostrou expressão mais intensa do 

RANKL no 7° dia. Amorim et al. (2008) avaliaram o reparo ósseo em tíbia 

de ratos diabéticos. Estes autores observaram imunorreatividade no 

citoplasma e na membrana de células do tecido conjuntivo e ósseo, em 

fibroblastos, células endoteliais, células na periferia do osso, osteócitos, 

células da medula óssea e condrócitos. No sétimo dia, os ratos diabéticos 

mostraram decréscimo do recrutamento e diferenciação de osteoclastos 

no local da fratura, enquanto no dia 14, houve aumento da atividade 

reabsortiva. Os autores puderam concluir que a falta de balanço na 

expressão RANK-RANKL-OPG associado ao diabetes pode contribuir 

para o atraso no reparo das fraturas. 

Silvestrini et al. (2005) avaliaram a expressão 

imunoistoquímica de RANKL e OPG no fêmur e tíbia de ratos com 3 

semanas de vida e observaram que estes dois marcadores foram 

expressos nas mesmas células de maneira semelhante. Os osteoblastos 

e osteócitos volumosos do osso medular da zona de ossificação primária 

foram intensamente marcados. Na zona de ossificação secundária, essa 

marcação variou de leve a moderada. Poucos osteoclastos foram 

marcados com intensidade variável. Na medula óssea, megacariócitos 

foram intensamente marcados, assim como outras células. 

Luzivuto et al. (2010a) também observaram marcação 

semelhante dos marcadores RANKL e OPG nas mesmas células no 

reparo ósseo alveolar de ratas ovariectomizadas. A expressão destes 

marcadores foi mais intensa aos 7 dias pós-operatórios, devido à intensa 

taxa de remodelação. Aos 42 dias, último período avaliado, essa 
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marcação mostrou-se diminuída devido à diminuição da taxa de 

remodelação óssea, principalmente nos grupos SHAM e no grupo de 

ratas ovariectomizadas tratadas com raloxifeno. 

Pedrosa Junior et al. (2009) realizaram enxerto ósseo de 

calvária em mandíbula de coelhos e observaram expressão mais intensa 

do RANKL nos dias 5 e 10. A OCC mostrou a mesma intensidade em 

todos os grupos e períodos. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 

 

Os resultados obtidos com o presente estudo permitem 

concluir: 

 

a) O metabolismo ósseo no processo de reparo foi 

mais intenso entre os dias 7 e 21; 

b) A partir do 45º dia, o osso neoformado já exibia 

características de osso maduro; 

c) A maior taxa de reabsorção óssea e remodelação 

foi observada aos 7 dias; 

d) A deficiência estrogênica não afetou a expressão 

dos marcadores imunoistoquímicos; 

e) A expressão dos marcadores imunoistoquímicos 

foi alterados pela presença da membrana de 

PTFE-e. 
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ABSTRACT 

 

 

 

 

The study evaluated the immunohistochemical expression of bone 
formation markers Osteocalcin (OCC), Osteonectin (ONC) and Bone 
Sialoprotein (BSP) and the marker of bone resorption Receptor Activator 
of Nuclear Factor Kappa-β Ligand (RANKL) in the repair process 
autogenous bone grafts in blocks covered or not by 
polytetrafluoroethylene membrane (PTFE-e), in rats with estrogen 
deficiency induced. For this, 80 famale rats were divided randomly into two 
groups (SHAM and OVZ). The 40 rats in the group OVZ underwent 
surgical ovariectomy and 40 of the SHAM group underwent to surgical 
sham ovariectomy. The two groups were subdivided into E, where surgery 
was performed for placement of ABG, and ME group, where the ABG was 
covered with PTFE-e membrane. The evaluation periods were days 0, 7, 
21, 45 and 60 days. The specimens were embedded in paraffin, to 
perform serial sections with 3 mm thick, which were extended on slides 
previously treated by 3-aminopropiltrietoxisilano and then were subjected 
to immunohistochemical technique for th markers for the OCC, BSP, ONC 
and RANKL. The results showed more intense labeling of the BSP on 
days 7 and 21. On the seventh day, there was intense labeling of the ONC 
and RANKL, while the OCC showed higher positivity in the last two 
periods. In the last period evaluated, the characteristics of marking on the 
intensity and the structures resembled marked with initial periods for all 
markers. The results showed that the bone metabolism was most intense 
between days 7 and 21, while the highest rate of remodeling was 
observed at 7 days. From the 45th day, the newly formed bone already 
displayed characteristics of mature bone. The expression of 
immunohistochemical markers was not altered by estrogen deficiency, but 
rather by the presence of PTFE-e membrane. 
 
 
Keywords: Estrogen deficiency. Guided Bone Regeneration. Bone Repair. 
Osteocalcin. Osteonectin. Bone sialoprotein. RANKL. 
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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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