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Resumo

GEALH, W. C. Andlise do processo de reparo de enxerto 6sseo autdgeno
em mandibula de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) néo tratados e
tratados com losartan. Estudo imunoistoquimico e histomorfométrico.
Aracatuba, 2010. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia — Area de
concentragdo: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial). Faculdade de

Odontologia de Aracatuba. Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2010.

A hipertensdo arterial € o maior fator de risco para doencas
cardiovasculares, caracterizada por uma disfungdo endotelial, alteracdo no
controle do crescimento das células vasculares e morte celular. Alteragdes como
gradual perda éssea e diminuicdo no indice de massa 6ssea corpérea tém sido
fortemente relacionadas com hipertensédo, sendo que os mecanismos celulares e
moleculares que envolvem a hipertensdo e osteoporose ndo sao compreendidos
completamente como um todo. Objetivos: O presente projeto teve por objetivo
estudar a interferéncia da hipertenséo essencial no metabolismo 6sseo durante o
processo de reparo de enxerto 6sseo autdgeno, bem como analisar a influéncia
do losartan, um medicamento anti-hipertensivo antagonista dos receptores de
angiotensina, analisando a expressao das proteinas OC, OPG, RANK, RANKL,
TRAP, VEGF e PECAM através da técnica de imunoistoquimica. Além disso, este
projeto pretendeu realizar a analise histomorfométrica do tecido 6sseo formado
durante o processo de reparo. Material e métodos: Os grupos estudados

compreenderam 24 ratos normotensos Wistar e 24 ratos espontaneamente



hipertensos, divididos em grupos nédo tratados e tratados com Losartan,
submetidos a procedimentos cirurgicos para realizagdo de enxertos 60sseos em
bloco na mandibula, nos periodos de 7, 14 e 28 dias. Conclus&o: Conclui-se que
os animais SHR apresentam atraso no processo de reparo de enxertos 0sseos
autégeno em bloco quando comparados aos animais Wistar, e que o uso do
losartan para redugéo da presséao arterial nestes animais demonstrou melhorar o

processo cicatricial, apesar de ndo haverem diferengas estatisticas significantes.

Palavras-chave: metabolismo 0sseo, enxerto 6sseo, antagonista do receptor de

angiotensina Il.






Abstract

GEALH, W. C. Bone healing analysis of the autogenous onlay bone graft in
mandible of spontaneous hypertensive rats (SHR) non treated and treated
by losartan. Histological and immunohistochemical study. Aragatuba, 2010.
79 f. Dissertation (Master in Dentistry — Oral and Maxillofacial Surgery) Aragatuba

School of Dentistry. S&o Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”.

Hypertension is the major risk factor to coronary diseases characterized by
endothelial disfunction, alterations on the growing of vascular cell and death cell.
Alterations like continuous bone loss and lower body mass index have been
strongly connected with hypertension, althought the mollecular and cellular
mechanisms wich involve the hypertension and osteoporosis are not completely
understood. Objectives: This study has the objective to observe the high blood
pressure interference in the osseous metabolism during the bone healing of
autogenous bone graft and carry out analysis about the administration of losartan,
a receptor angiotensin antagonist by OC, OPG, RANK, RANKL, TRAP, VEGF and
PECAM expressions by immunohistochemical technique and hystological analysis
of the bone tissue. Material and methods: The groups studied were 24
normotensive rats Wistar and 24 spontaneous hypertensive rats dealed out non
treated and treated groups by losartan. Surgical procedures were carried out and
an onlay bone grat were fixed on the mandible and the animmals were sacrified
on the 7, 14 and 28 days. Conclusion: we conclued that the SHR has a late bone

healing process when comparing with Wistar group and the losartan



administration to reduce the blood pressure has the potential to become better the

bone graft healing, althought significant estatistical differences not exist.

Key-words: osseous metabolism, bone graft, receptor angiotensin antagonist.






SUMARIO

INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS

Modo e meio de administra¢cdo do losartan

Técnica cirargica

Processo histotécnico

RESULTADOS

Analise dos resultados

DISCUSSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

22

26

27

28

29

30

31

33

39



TABELAS E FIGURAS

Tabela 1

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

ANEXO A

ANEXO B

ANEXO C

49

49

50

50

51

51

52

52

53

54

56

61

63



ANALISE DO PROCESSO DE REPARO DE ENXERTO OSSEO AUTOGENO
EM MANDIBULA DE RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)
NAO TRATADOS E TRATADOS COM LOSARTAN. ESTUDO

IMUNOISTOQUIMICO E HISTOMORFOMETRICO™.

Introducéo

A hipertenséo arterial consiste do aumento da presséo sanguinea, sistélica
e/ou diastolica além dos limites definidos atualmente pelo VII INC (Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood
Pressure). E o maior fator de risco para doengas cardiovasculares, sendo
caracterizada por uma disfuncéo endotelial, alteracdo no controle do crescimento
das células vasculares e morte celular (Tea et al. 1999). Acomete cerca de 1
bilhdo de pessoas em todo mundo, e aproximadamente 65 milhdes de pessoas
nos Estados Unidos, sendo a principal causa de morte nos paises
industrializados (Kearney et al. 2005).

Alteracdes na estrutura esquelética como gradual perda Ossea e
diminuic&o no indice de massa 6ssea corporea tém sido fortemente relacionadas
com hipertensdo e morte por infarto (Cappucio 1999; Browner 1991), sendo que
0S mecanismos celulares e moleculares que envolvem a hipertensdo e
osteoporose ndo sao compreendidos completamente como um todo, ou seja, em
conjunto. Isto se deve, basicamente, porque tais patologias vém sendo estudadas
e tratadas praticamente de formas isoladas, apesar de estarem inter-

relacionadas.

! Trabalho apresentado como requisito de defesa do Mestrado em Odontologia (Area: Cirurgia e
Traumatologia Bucomaxilofacial, a ser submetido para publicacdo segundo as normas da revista
“Clinical Oral Implants Research”



O sistema renina-angiotensina tem importante fungcéo na regulagédo da
pressdo arterial e no remodelamento de varios tecidos, sendo que varios
trabalhos j& reportaram a importdncia da angiotensina Il (Ang Il) e sua
capacidade de interferir no metabolismo 6sseo através de receptores localizados
nos osteoblastos e osteoclastos ou através da ag¢do no fluxo sanguineo dos
capilares da medula éssea. Existem dois principais subtipos de receptores de
angiotensina, AT1 e AT2 (Whitebread et al. 1989; Chiu et al. 1989), sendo que a
maioria das acdes € mediada pelos receptores AT1, enquanto as ac¢des dos
receptores AT2 ainda néo estéo totalmente esclarecidas (Dzau 1995).

O losartan, medicamento pertencente ao grupo dos antagonistas dos
receptores de angiotensina (ARAs), consiste de um anti-hipertensivo que
bloqueia seletivamente os receptores AT1 da Ang Il no musculo liso vascular e na
glandula supra-renal, bloqueando assim seus efeitos vasoconstritores e a
secrecdo da aldosterona. Atualmente, tal medicamento ocupa lugar de destaque,
pois além de eficaz tem capacidade de protecdo dos 6rgaos-alvo, apresentando
baixa incidéncia de eventos adversos (See 2001).

O processo de remodelagdo Ossea consiste basicamente na atuacao
acoplada de células que formam a matriz éssea (osteoblastos) e que reabsorvem
0sso (osteoclastos). Este ciclo de remodelagdo 6ssea € regulado por uma
variedade de fatores produzidos local e sistematicamente como citocinas
inflamatdrias, fatores de necrose tumoral, fatores de crescimento, Vitamina D3
(1,25(0OH)2D3), hormoénio paratireoidiano, prostaglandina E,, inteleucinas e outras
proteinas, dentre as quais destacamos a osteocalcina (OC), osteoprotegerina
(OPG), o receptor ativador de NF-Kappa B (RANK) e o receptor ativador de NF-

Kappa B ligante (RANKL), que apresentam um alto envolvimento no processo de



remodelagdo G6ssea (Kong 1999; Van der Pluijm et al. 1991; Schwartz & Kneefe
2000; Hofbauer et al. 2000; Buckley & Fraser 2002). Considerando que o tecido
0sseo apresenta um equilibrio entre a atividade osteoblastica e osteoclastica,
simplificadamente duas proteinas (OPG e RANKL) podem ser utilizadas como
marcadores da atividade celular. Assim, a RANKL apresenta-se como uma
proteina liberada pelos osteoblastos que se liga a RANK, receptor localizado na
superficie de pré-osteoclastos. Uma vez que ocorra a ligacdo RANK-RANKL,
ocorre a diferenciagédo dos pré-osteoclastos em osteoclastos ativos e tem inicio o
processo de reabsorcdo Ossea (Stejskal et al. 2001; Khosla 2001). A OPG
modera a osteoclastogénese, atuando como receptor chamariz, ligando-se a
RANKL e impedindo sua ligacdo & RANK (Simonet et al. 1997; Khosla 2001,
Aubin & Bonnelye 2000; Stejskal et al. 2001). O balango entre a expressao do
estimulador da osteoclastogénese (RANKL) e o inibidor (OPG) influencia a
quantidade de osso reabsorvido (Teitelbaum 2000).

A fosfatase 4cida resistente ao tartarato (TRAP) consiste de uma enzima
encontrada nas células de origem osteoclastica e eritrdcitos, liberadas durante a
reabsorcdo 6ssea e apOs o afastamento dos osteoclastos do seu local de
atuacdo, sendo utilizada como importante marcador da atividade osteoclastica
(Christenson 1997; Schwarz et al. 2000 & Bekker et al. 2001).

A OC, importante proteina no processo de ossificagdo, é a mais abundante
proteina ndo-colagenosa no 0sso, indicando o processo de mineralizacdo na
formacdo Ossea. Tal proteina exibe atividade quimioatrativa para células
progenitoras de osteoblastos e mondcitos sanguineos periféricos (Chenu et al.
1994). A presenca de osteocalcina € um marcador do turnover 6sseo, quando

reabsorcdo e formacdo estdo unidas, e um marcador especifico de formacéo



0ssea quando formacdo e reabsor¢cdo ndo estdo no mesmo nivel (Ducy et al.
1996). Segundo Hagiwara (1998), a Ang Il diminui a sintese de RNAn, para
osteocalcina, que consiste de um marcador da diferenciacdo osteobléstica.

Em enxertos oOsseos € fundamental a revascularizagdo do tecido
enxertado. Este processo, incluindo angiogénese e crescimento de vasos
sanguineos colaterais caracteriza em parte o reparo e remodelamento tecidual
(Aicher 2007). Tem sido demonstrado que a quantidade de células progenitoras,
bem como seu potencial angiogénico esta reduzido nos casos de hipertensédo
arterial (You et al. 2008). Em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), bem
como em pacientes com hipertensdo essencial, as fungbes endoteliais estédo
comprometidas e podem comprometer a regeneracdo de vasos sanguineos
(Konishi & Su 1983; Panza et al. 1990). Assim, o tratamento adequado da
hipertensé@o é fundamental, visto que a redugéo na presséo arterial € o principal
mecanismo que desencadeia a ativagdo da vasculogénese e crescimento de
vasos sanguineos (You et al. 2008).

Varias citocinas e fatores de crescimento estdo envolvidos na regulagéo da
angiogénese, sendo o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) o agente
de acdo mais potente no endotélio vascular (Becit et al. 2001; Lantieri et al.
1998). O VEGF € um fator de crescimento especifico que aumenta a
permeabilidade microvascular, estimula a proliferacdo de células endoteliais,
induz a expressdo de enzima proteolitica e a migragdo de células endoteliais,
mondcitos e osteoblastos (Dvorak et al. 1995; Connolly 1991; Sakuta et al. 2001).
Ja a PECAM-1(molécula de adeséo plaquetas-células endoteliais) consiste de
uma glicoproteina de membrana altamente expressa em células endoteliais e em

niveis moderados na superficie de plaquetas e leucécitos (Newman 1997). Esta



envolvida em fungdes vasculares incluindo a formacgéo inicial do contato entre as
células endoteliais, permeabilidade vascular, angiogénese, migracdo celular e
migragao trans-endotelial (Springer 1994; Piedboeuf et al. 1998).

Embora existam relatos que demonstrem que receptores da Ang Il sejam
expressos nos osteoblastos e osteoclastos, os efeitos deste peptideo no
metabolismo 6sseo ainda sdo controversos (Hatton et al. 1997 & Hiruma et al.
1997). Portanto, é interesse deste trabalho avaliar como se expressam as
proteinas OC, OPG, RANK e RANKL, TRAP, denotando a atividade das células
0sseas, bem como a proliferacdo vascular pela marcacdo da VEGF e PECAM
durante o processo de reparo de enxertos 0sseos autdégenos em ratos

normotensos e SHR tratados e ndo tratados com losartan.

Material e métodos

Previamente a realizacdo dos experimentos, o presente projeto de
pesquisa foi enviado para anélise pela Comiss&o de Etica em Experimentac&o
Animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP, tendo sido
aprovado com namero de protocolo 2008-005159 (Anexo B).

Foram selecionados 24 ratos machos (Rattus novergicus albinus, Wistar-
Kyoto) e 24 animais SHR, adultos, com peso corporal variando de 250 a 300
gramas, obtidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade
de Odontologia de Aragatuba — FOA/UNESP, onde foram criados para fins de
ensino e pesquisa. Durante todo o experimento os animais foram mantidos em
gaiolas individualizadas, num ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com
ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados com ragao

balanceada (Ra¢do Mogiana Alimentos S.A.) e quantidade de agua controladas,



exceto 12 horas antes da intervencdo cirdrgica nas quais os animais foram
mantidos com dieta jejum.

Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo 1 (Wistar), controle,
composto por 12 ratos normotensos que nao foram tratados com losartan; grupo
2 (Wistar-L), controle, composto por 12 ratos normotensos tratados com losartan;
grupo 3 (SHR), composto por 12 animais hipertensos, os quais ndo foram
tratados com losartan; e grupo 4 (SHR-L), composto por 12 animais hipertensos
tratados com o anti-hipertensivo losartan. Os animais foram sacrificados em trés
periodos (7, 14, e 28 dias), abrangendo 4 ratos em cada periodo.

Modo e meio de administragdo do Losartan

O medicamento anti-hipertensivo losartan foi administrado por via oral,
atraves da diluicdo do losartan (30 mg/Kg peso corporal/dia) em 50 mL de agua.
Este volume de liquido foi oferecido diariamente a cada animal, tendo inicio 7
dias antes da realizacdo do procedimento cirirgico e se prolongando até o dia da
eutanasia. Aos animais dos grupos ndo tratados pelo losartan foi oferecido
somente agua, ha mesma quantidade (50 mL). A padronizacdo deste volume é
dada em fungcédo da necessidade de garantir que todos os animais facam a
ingestdo de todo o volume do liquido durante um periodo de 24 horas,
assegurando que a dose desejada do medicamento tenha sido administrada. A
cada 7 dias todos os animais foram pesados e a dose do medicamento
recalculada para proceder o ajuste de acordo com o peso atual.

A fim de garantir que os animais ingeriam todo o medicamento, todos os
dias os frascos foram verificados se estavam vazios e, antes do inicio do
procedimento cirdrgico a pressao arterial de cada animal foi aferida para verificar

a efetividade do medicamento quanto a redugao da presséao arterial.



Técnica cirargica

A metodologia empregada para realizacdo do enxerto autdgeno foi
baseada na descricdo de Jardini et al. (2001), exceto o método de fixagdo do
bloco de enxerto 6sseo, que foi modificado pelos autores deste trabalho e
submetido a publicag&o (Anexo C).

Em todos os procedimentos cirdrgicos os animais receberam anestesia
geral intramuscular, administrando cloridato de xilazina na dose de 0,03 mL/100
gramas de peso corporal e cloridrato de ketamina na dose de 0,07 mL/100
gramas de peso corporal.

Apos a obtencgéo do efeito anestésico foi realizada tricotomia, antissepsia
com PVPI topico (Polivinilpirrolidona-iodo) e isolamento do campo operatério
(Figura 1, Anexo C). A area doadora escolhida foi a regido parietal direita.
Realizou-se incisdo em forma de meia lua no tegumento de revestimento do
cranio e, apos exposicdo da cortical 6ssea, com auxilio de trefina cirirgica com
diametro de 3,8 mm e velocidade constante de 800 rotagbes por minuto, sob
irrigacdo continua com soro fisioldgico, realizou-se a remoc¢do de toda a
espessura da diploe do osso parietal direito (Figura 2, Anexo C).

Realizou-se incisdo linear na pele da regido do angulo mandibular direito,
envolvendo cutdneo e subcutdneo, permitindo a visualizacdo do musculo
masséter que, em seguida, foi divulsionado com tesoura de ponta romba. Seguiu-
se com incisdo no bordo inferior da mandibula e descolamento do periésteo
expondo somente a face lateral da mandibula (Figura 3, Anexo C). O bloco 6sseo
removido da regido parietal foi fixado na face lateral da mandibula direita

utilizando técnica compressiva (Figura 4, Anexo C). Em seguida foram realizadas



as suturas, tanto nos planos musculares profundos quanto nos tecidos cutaneos
superficiais com fio de nylon 5.0.

Todos os animais receberam como medicagdo poOs-operatéria imediata
dose Uunica de antibidtico (peniciina G benzatina administrada por via
intramuscular na dose de 0,2mL/animal).

Decorridos 07, 14 e 28 dias ap0s a realizacdo dos enxertos, 0os animais
foram sacrificados por sobredosagem anestésica. Apds sacrificio realizou-se a
remog¢do da hemi-mandibula direita, procedendo a disseccdo e remocdo dos
tecidos musculares adjacentes (Figura 5, Anexo C).

Processamento histotécnico

As pecas obtidas foram fixadas em solugéo de formalina a 10% por 24
horas e descalcificadas em solucdo de etilenodiaminotetracético (EDTA) 4,13%
com pH 7,0 (Merck®, Darmstadt, Alemanha) por um periodo de trés meses, com
troca de solugdo a cada 15 dias. ApOs descalcificagdo, foram desidratadas,
diafanizadas e incluidas em parafina, de maneira a obter cortes seriados
longitudinais com 6 pym de espessura.

Para avaliacdo histométrica foi realizado coloracdo pelo método de
Hematoxilina-eosina.

O processamento imunoistoquimico foi realizado pela inibicdo da atividade
da peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio, recuperacdo antigénica
com tampdo citrato e bloqueio das reagfes inespecificas com leite desnatado e
albumina bovina durante as incubagbes dos anticorpos. Foram utilizados
anticorpos priméarios para anti-OPG (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA), anti-RANK (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),anti- RANKL

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-OC (Santa Cruz



Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-TRAP (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) , anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) e anti-PECAM (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); e
anticorpo biotinilado anti-cabras produzido em coelhos, como anticorpo
secundario (Pierce Biotechnology,, lllinois, USA). O sinal da reacgéo
imunoistoquimica foi amplificado com o sistema streptavidina (Kit DAKO, DAKO
Co, CA, USA) e reveladado utilizando diaminobenzidina (DAKO, DAKO Co, CA,
USA) como cromdgeno. A contra coloracdo foi obtida pela hematoxilina de Harris
(Merk®, Darmstald, Alemanha).

Para a realizacdo das analises foi utilizado um microscépio 6ptico com
objetiva de aumento 25x Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein,
Alemanha) acoplada a uma camera de captacdo de imagem (Leica DFC 300FX,
Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland), conectado a um microcomputador
Pentium Il com software analisador de imagens digitalizadas (Leica Camera

Software Box, Leica Imaging Manager-IM50 Demo Software).

Resultados

A andlise histométrica foi realizada com auxilio de microscépio Optico,
visando analisar a quantidade do tecido 6sseo formado na interface leito receptor
e enxerto 0sseo. O software Imagelab 2000 (Diracon Bioinformética Ltda.,
Vargem Grande do Sul, SP, Brasil) foi usado para andlise dos dados quantitativos
nos periodos de 7, 14 e 28 dias. A &rea total do tecido 6sseo formado foi
delineada e calculada através do referido programa (Tabela 1). A andlise

estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo software Sigma Stat 3.1.



A analise imunoistoquimica foi realizada de forma semi-quantitativa, com
auxilio de microscopio oOptico, visando analisar as imunomarcagdes contra OPG,
RANK, RANKL, OC, TRAP, PECAM e VEGF. A analise imunoistoquimica, por
consistir de um exame qualitativo, foi estratificada por uma escala de valores com
variacdo de 0 & 3 (0= sem expressdo da proteina; 1= proteina com pouca
expressdo; 2= proteina com expressao intermediaria; 3= alta expressao protéica),
e posteriormente submetida a andlise estatistica.

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo software Sigma
Stat 3.1. A significancia das diferengas entre grupos em relagédo as porcentagens
de tecido 6sseo neoformado na interface e expressao das proteinas OPG, RANK,
RANKL, OC, TRAP, VEGF e PECAM foram determinadas pela andlise de
variancia ANOVA e Kruskall Wallis, seguidas pelo teste de Tukey ou Holm Sidak
para verificar a diferenga entre os grupos. Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes quando p<0,05.

Analise dos Resultados

7 dias

Na analise histométrica, com relacdo a quantidade de osso formado na
interface entre leito receptor e enxerto ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos (p<0,05) (Figura 1).

Através da andlise semi-quantitativa pode-se observar diferenca estatistica
na expressdo de OPG (p<0,05), sendo significante a diferenca entre os grupos
SHR e Wistar, no entanto sem significancia entre os demais grupos (Figura 2 e
9). Da mesma forma, houve diferenca estatistica (p<0,05) na expressdo da
RANK, também com predominio no grupo SHR (Figura 3 e 9). Com relagéo a

RANKL houve diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos Wistar e



Wistar-L, com predominio da proteina no grupo tratado, sem diferenca entre os
demais grupos (Figura 4 e 9). A expressdo das proteinas PECAM e VEGF
apresentaram diferengas estatisticas (p<0,05), com maior expressdo da VEGF
nos grupos SHR e SHR-L, e maior expressdao da PECAM nos animais SHR
(Figuras 5, 6 e 9). As proteinas TRAP e OC ndo apresentaram diferencas
estatisticas (p<0,05) (Figuras 7, 8 e 9).

14 dias

A analise estatistica da quantidade de osso formado na interface entre 7 e
14 dias apresentou-se significantemente diferente (p<0,01). Na analise entre os
grupos houve predominio do grupo Wistar sobre os demais grupos. Também
houve diferenca estatistica (p<0,01) entre os grupos SHR e SHR-L, com maior
formacdo 6ssea no grupo tratado com losartan. Nao houve diferenga estatistica
entre os grupos Wistar-L e SHR (p=0,05) (Tabela 1; Figura 1).

A expressdo de OPG ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
estudados (Figura 2). A marcagdo da RANK foi estatisticamente superior nos
grupos SHR e SHR-L quando comparados ao grupo Wistar (a=5%) (Figura 3).
Houve diferenca estatistica na expressdo da RANKL, com marcacdo mais
abundante nos grupos SHR-L e Wistar-L quando comparados ao grupo Wistar
(a=0,05) (Figura 4 e 9). A marcacdo da TRAP foi estatisticamente superior no
grupo Wistar-L que SHR-L (p<0,05), enquanto a OC teve marcagao
estatisticamente superior nos grupos Wistar e Wistar-L que nos grupos SHR
(p<0,05) (Figuras 7, 8 e 9). As proteinas VEGF e PECAM n&o apresentaram

diferencas estatisticas entre os grupos (a=5%) (Figuras 5, 6 e 9).



28 dias

Apesar dos grupos Wistar apresentarem maior quantidade de 0sso
neoformado, a analise estatistica histométrica demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre os grupos com relacdo a quantidade de osso ao final do
periodo (p<0,05) (Figura 1).

A marcacdo de OPG manteve-se sem diferencas estatisticas entre os
grupos (Figuras 2 e 9). A expressao da RANK foi diferente estatisticamente entre
os grupos Wistar e Wistar-L, com predominio da proteina no grupo que recebeu a
medicacéo (Figura 3 e 9). Observou-se predominio da RANKL nos animais SHR
e SHR-L, porém sem diferencas estatisticas entre os demais grupos (Figuras 4 e
9). Os animais do grupo Wistar apresentaram maior expressdo das proteinas
TRAP e OC, com diferenca estatistica significante (p<0,05) quando comparado
aos grupos SHR e SHR-L, respectivamente (Figuras 7, 8 e 9). A marcagéo das
proteinas VEGF e PECAM néo apresentou diferenca estatistica entre os grupos

(p<0,05) (Figuras 5, 6 € 9).

Discusséao

Muitos estudos tém sugerido a associagdo entre hipertensdo arterial e
alteragbes no metabolismo de célcio, levando ao aumento de perda 0Ossea,
ativagdo secundaria da glandula paratirebidea e consequente aumento da
remocédo de calcio dos ossos (Brickman et al. 1990 & Gadallah et al. 1991). Desta
forma, trabalhos de pesquisa tém sido conduzidos no intuito de esclarecer a
relagdo entre hipertensdo e metabolismo 6sseo, bem como a interferéncia que os

medicamentos usados no tratamento desta enfermidade possam causar.



A Ang I, maior e mais potente peptideo efetor do sistema renina-
angiotensina, fundamental no controle em longo prazo da hipertenséo arterial,
pode controlar o crescimento de células ésseas isoladamente ou em combinagéo
com outros fatores de regulacdo, através do estimulo dos receptores AT1,
aumentando a sintese de DNA nas culturas de osteoblastos (Hiruma et al. 1998).
Segundo Lamparter et al. (1998) a Ang Il estimula a sintese de DNA, proliferagéo
celular e sintese de colageno nas células precursoras de osteoblastos. No
entanto, em osteoblastos maduros este efeito ndo é observado, sendo sugerido
por Lamparter et al. (1998) que efeitos paracrinos s@o responsaveis pelas
alteragbes metabdlicas nestas células.

O trabalho realizado por Hagiwara et al. (1998) demonstrou que a Ang Il €
um potente supressor da diferenciagdo e mineralizacdo de células osteobléasticas.
Tal fenbmeno pode explicar a razdo pela qual o processo de reparo 6sseo em
animais com hipertensédo é atrasado, como se observou neste experimento, no
qual pode-se observar pela analise histométrica que os animais do grupo Wistar
apresentaram maior quantidade de osso neoformado na interface leito
receptor/enxerto quando comparados aos animais SHR (Tabela 1). Outro aspecto
a ser considerado é que, apesar de ndo haver diferenca estatistica, pode-se
observar que nos animais SHR as imunomarcagdes para OC sempre estiveram
mais baixas que nos grupos dos animais normotensos (Figura 8 e 9). Isto é digno
de nota visto que tal proteina consiste de importante marcador relativo ao
processo de mineralizacao 0ssea, ou seja, nos animais hipertensos o processo
de mineralizagdo € mais lento quando comparado aos animais hormotensos.

De acordo com Shimizu et al. (2008) a Ang Il promove indiretamente a

diferenciacéo e ativacdo dos osteoclastos, através da estimulacao e regulacao de



RANKL pelos osteoblastos. No processo de diferenciagdo os osteoclastos néo
sofrem agéo direta da Ang Il. Esta induz diretamente a expressdo da RANKL nos
osteoblastos, através da ativacdo dos receptores AT1, que por sua vez leva a
ativagdo indireta dos osteoclastos. Nos animais SHR é esperado maior produgéo
de Ang ll, ja que esta € uma das causas da hipertensdo, com consequente
aumento na produgcédo de RANKL pelos osteoblastos. Isto explica o fato de que
neste trabalho pode-se observar maior expressdo da RANKL nos animais SHR
quando comparados aos animais controle (Figuras 4 e 9). Interessante ressaltar
que esta maior concentracdo de RANKL n&o refletiu em maior concentragéo na
imunomarcagdo da TRAP (Figuras 7 e 9), proteina responséavel pela atividade
osteclastica. Realizando uma andlise geral do sistema OPG/RANK/RANKL pode-
se observar que, de uma forma global, o turnover ésseo é mais lento nos grupos
SHR e SHR-L em virtude de que, apesar das altas concentragbes de RANK e
RANKL ressalta-se que h& nestes grupos altos niveis de OPG (Figuras 2 e 9),
com conseqlente neutralizagcdo dos elevados niveis de RANK e RANKL,
resultando na menor expresséao da TRAP (Figuras 7 e 9).

Portanto, € de se suspeitar que o uso de medicamentos com mecanismo
de acao relacionados a Ang Il, sejam anti-hipertensivos inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) ou ARAs, possam interferir de alguma
maneira no metabolismo 6sseo. Segundo Akinci et al. (2007) & Gulcan et al.
(2008), O uso de ARAs pode aumentar a tendéncia ao desenvolvimento de
osteoporose pdés menopausa por intermédio da diminuicAo do fator de
crescimento de transformacdo (1 (TGF-betal), que tem sido relacionado a

manuten¢do da massa 0ssea.



Nishiya & Sugimoto (2001) examinaram os efeitos de drogas anti-
hipertensivas nas fungdes dos osteoblastos e demonstraram que medicamentos
bloqueadores dos canais de calcio estimulam a diferenciacdo osteoblastica,
enquanto medicamentos IECA ou ARAs parecem néo afetar as fungdes dos
osteoblastos. Segundo Broulik et al. (2001) enalapril (IECA) e losartan néo
apresentam efeitos no metabolismo 6sseo de ratos normotensos sendo que a
administragdo de losartan em dose similar a recomendada para tratamento da
hipertensdo ndo causou alteragcfes significativas na densidade 6ssea, conteudo
mineral ou na morfometria do fémur de animais saudaveis. Demonstrou-se
também que ratas ovarectomizadas fazendo uso crénico de medicamentos ARAs
apresentaram reducdo nos niveis séricos de TGF-bl, sendo que, no entanto, tal
alteracdo ndo foi observada ao nivel 6sseo, ndo se detectando qualquer
aceleracdo metabdlica com relacdo a perda de massa 6ssea (Li et al. 2009).
Entretanto, no estudo realizado por L Ma et al. (2010) a perda 6ssea induzida em
SHR ovarectomizadas foi claramente diminuida com o uso de telmisartan, um
medicamento ARAS.

A andlise histométrica deste trabalho revelou que, apesar de nao
apresentar diferenca estatistica pode-se observar que houve em ambos os
grupos tratados com losartan, Wistar-L e SHR-L, maior formagé@o 6ssea quando
comparados aos grupos Wistar e SHR, respectivamente (Tabela 1; Figura 1).
Acredita-se que, como relatado por Shimizu et al. (2008), houve uma diminuigdo
da diferenciacdo osteoclastica mediada pela acdo do losartan nos receptores
AT1, mas ndo se pode discordar das citagbes de Nishiya & Sugimoto 2001;

Broulik et al. 2008 & Li et al. 2009, ja que tais diferencas ndo sdo significativas,



indicando que o losartan ndo € capaz de afetar, sob o ponto de vista clinico, o
metabolismo 6sseo.

Poucos trabalhos tém abordado fatores relacionados a densidade capilar
em animais espontaneamente hipertensos, ou seja, relacionados ao
desenvolvimento de hipertensdo ou sobre a possivel prevencdo na rarefacédo
capilar decorrente do uso de anti-hipertensivos. A Ang Il, que também pode ser
produzida localmente por células endoteliais, pode ter uma importante fungéo na
coordenacdo do crescimento de células capilares e formacdo 6ssea durante o
remodelamento tecidual (Lamparter et al. 1998). Também potencializa a
proliferacdo e formacdo de células de proliferagdo endotelial, e tal indugéo
acentua a atividade biolégica celular, podendo afetar o potencial de
remodelamento vascular (Imanishi 2004). Segundo Emanueli et al. (2001) a
hipertenséo causa influéncia negativa no crescimento vascular, sendo este efeito,
provavelmente, mediado por redugdo no nivel dos fatores de crescimento pré-
angiogénico, como VEGF. Pode-se confirmar neste trabalho a veracidade de tal
afirmativa ao se observar a menor expressdo de VEGF e PECAM nos grupos
SHR quando comparados aos grupos Wistar (Figuras 6, 7 € 9).

Rizzoni et al. (2008) sugere que a normalizagéo na densidade capilar nos
musculos esqueléticos de animais SHR pode ser obtido com o tratamento anti-
hipertensivo, especificamente com losartan e enalapril. Bloqueadores do sistema
renina-angiotensina, como losartan, parecem ser capazes de prevenir ou regredir
a rarefagdo microvascular no coragéo e cérebro de ratos (Munzenmaier & Greene
2006). You et al. (2008), demonstraram que a terapia anti-hipertensiva

combinada com medicamentos IECA e diuréticos proporcionaram o0



restabelecimento da quantidade e potencial das células progenitoras, restaurando
o0 potencial angiogénico diminuido em animais SHR.

Fato de extrema importancia é que o tratamento anti-hipertensivo tem a
capacidade de normalizar o0os processos envolvidos na diferenciagédo e
proliferagéo celulares mediados pelos diversos fatores de crescimento. ARAs e
IECA tém mostrado melhora na funcdo vascular de animais SHR (Riveiro et al.
2002; Potenza et al. 2006), sugerindo que a restauragdo da funcdo do endotélio
pode participar, pelo menos em parte, dos efeitos benéficos destes tratamentos
(You et al. 2008). Niida et al. (2005) relata que a Ang Il aumenta a expressao de
VEGF, que por sua vez estimula a osteoclastogénese através da expressao de
receptores nas células hematopoéticas.

Os dados deste trabalho vao de encontro as citacbes de Riveiro et al.
2002; Niida et al. 2005; Potenza et al. 2006; Munzenmaier & Greene 2006;
Rizzoni et al. 2008; You et al. 2008, nas quais 0 uso de medicamentos anti-
hipertensivos contribuiu para melhora nos padrbes de angiogénese em quadros
de hipertensdo. No entanto, observa-se que nos animais normotensos o uso do
losartan causou dimimuicdo nas imunomarcagdes da VEGF e PECAM,
provavelmente relacionada a queda nos padrées normais da pressdo arterial,
comprometendo assim o processo de revascularizagéo (Figura 5, 6 e 9).

O metabolismo 6sseo € regulado por uma gama de mediadores, muitos
dos quais ainda haverdo de ser descobertos e, portanto, h4 que se concordar
com Asaba et al. (2009) no sentido de que mais estudos e pesquisas S&o
necesséarios para melhor compreensdo da dinamica Ossea, principalmente
quando alteragdes sistémicas como a hipertensdo estiverem associadas. Pode-

se concluir, apesar das limitacbes do trabalho, que os animais SHR apresentam



atraso no processo de reparo de enxertos 6sseos autégeno em bloco quando
comparados aos animais Wistar, e que o0 uso do losartan para reducdo da
pressao arterial nestes animais demonstrou melhorar o processo cicatricial,

apesar de ndo haverem diferencgas estatisticas.
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Tabela 1 — Média das porcetagens de osso neoformado na interface leito

receptor/enxerto

Wistar Wistar-L SHR SHR-L

7 dias 4,360 3,140 3,534 3,703
14 dias 25,997 13,943 9,681 15,143
28 dias 30,433 31,325 26,256 29,993

Figura 1 — Histometria da regiéo leito receptor/enxerto. Hematoxilina-eosina
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Figura 2 — OPG. Imunoistoquimica da regido leito receptor/enxerto.
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Figura 4 — RANKL. Imunoistoquimica da regido leito receptor/enxerto.

Wistar Wistar-L

Figura 5 — PECAM. Imunoistoquimica da regido leito receptor/enxerto.
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Figura 6 — VEGF. Imunoistoquimica da regiéo leito receptor/enxerto.
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Figura 7 — TRAP. Imunoistoquimica da regido leito receptor/enxerto.

Wistar-




Figura 8 — OC. Imunoistoquimica da regiao leito receptor/enxerto.
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Figura 9 — Gréficos das analises semi-quantitativas das proteinas OPG, RANK,

RANKL, TRAP, OC, VEGF e PECAM. Imunoistoquimica.
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Resumo

Varios métodos de reconstru¢do do rebordo alveolar tém sido reportados
no intuito de possibilitar futura reabilitagdo com implantes, sendo que muitos
destes advém de estudos realizados em animais, principalmente ratos. Com a
pratica da clinica baseada em evidéncias cientificas a realizagdo de
procedimentos experimentais que possam ser extrapolados para a realidade é
fundamental. Assim, pesquisas que simulem o mais proximo possivel as técnicas
utilizadas em humanos s&o importantes. Proposi¢éo: este trabalho tem por
objetivo descrever a modificacdo da técnica para a fixacdo de enxerto 6sseo em
bloco (onlay) em ratos, utilizando a técnica tipo “lag screw”, normalmente adotada
em procedimentos clinicos de enxertos em humanos. Conclusdes: A realizagdo
dos procedimentos descritos minimiza interferéncias no fluxo sanguineo local
pela manutencdo das inser¢bes musculares na face medial da mandibula,
propiciam melhor estabilidade do enxerto e melhor interface de contato

enxerto/leito receptor.



Palavras-chave: enxertos 6sseos; enxertos 6sseos onlay; ratos; técnica cirdrgica

Introducéo

A reabilitagdo com implantes osseointegrados tornou-se uma terapia
consolidada e viavel devido varios estudos que tém demonstrado sua alta
previsibilidade em periodo de tempo prolongado, tanto em pacientes parcial
quanto totalmente edéntulos.”® Entretanto, um fator fundamental para a
realizac@o destes procedimentos é a necessidade de um rebordo alveolar 6sseo
em volume adequado para a instalagdo do(s) implante(s), algo nem sempre
possivel, pois ap6s a extracdo dental o osso alveolar sofre reabsorcdo e
remodelagcédo, e altera suas dimensfes em altura e espessura inviabilizando
muitas vezes a reabilitacdo com implantes osseointegrados®.

A fim de contornar tal problema, varios métodos para aumento do rebordo
alveolar tém sido reportados no intuito de possibilitar futura reabilitagdo com
implantes. As técnicas para reconstrucdo do rebordo ésseo incluem: regeneragéo

6ssea guiada®®; enxerto 6sseo autégeno obtido de diferentes areas doadoras™*

12 9sso homégeno desmineralizado e hidroxiapatita®®; combinacdo de o0sso

autégeno e biomaterial®. Para que tais procedimentos pudessem ser feitos com

seguranga e ética fez-se necessério a realizagdo de diversos estudos para

15-19

melhor compreensédo da fisiologia e metabolismo 6sseo™ ™, utilizando para tal

20-26 15, 27, 28

modelos animais diversos, como ratos” ", coelhos , cdes?’, macacos™®
entre outros™®.

Este trabalho tem o objetivo de descrever uma evolucdo da técnica para a
fixacdo de enxerto 6sseo em bloco (onlay) em ratos, adotando a mesma técnica

utilizada em procedimentos clinicos de enxertos em humanos, jA que é de



fundamental importancia a realizagdo de procedimentos experimentais que

possam ser extrapolados para a realidade clinica.

Técnica cirargica

Antes de iniciar o procedimento cirdrgico todos os animais sdo submetidos
a anestesia geral com administragdo intramuscular de xilazina (0,3 mL/100 mg de
peso corporal) e quetamina (0,7 mL/100 mg de peso corporal). Apds a indugéo
anestésica é realizada a tricotomia na regido parietal e submandibular direitas,
seguido de anti-sepsia com PVPI (polivinilpirrolidona-iodo) tépico (Figura 1). O
procedimento cirargico para remogdo do bloco osso da regido parietal & descrito
detalhadamente por Luize e cols.** (Figura 2).

O acesso submandibular € realizado através de uma incisdo linear
envolvendo as camadas cutaneas e subcutaneas. Em seguida, a divulsao romba
pelos planos musculares é realizada até a base da mandibula, onde é feita uma
nova incisdo na regido correspondente a alga ptérigomassetérica para prosseguir
com o descolamento periosteal e exposicdo da face lateral da mandibula do rato.
Nesta fase é importante frisar e consiste do primeiro detalhe na modificagdo da
técnica, a manutencdo da insercdo da musculatura na face medial da mandibula
(Figura 3).

Em seguida é realizada o preparo do leito receptor, com a remog¢éo de
todo tecido fibroso da superficie 6ssea da mandibula com uma broca esférica
diamantada n° 8 (KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), em peca reta com
velocidade de 800 rpm sob irrigagdo constante com solugdo salina, a fim de
remover qualquer tecido fibroso remanescente. Este momento cirargico n&o

difere tecnicamente de outros estudos®* %,



O segundo detalhe na variacé@o da técnica consiste na perfuracdo do bloco
0sseo. Deve ser feita no centro, com uma broca de mesmo didmetro do parafuso
utilizado para a fixacdo do enxerto na mandibula, neste caso, uma broca de 1.5
mm (Neodent, Curitiba, Parand, Brasil).

E por fim, o terceiro detalhe na evolucdo da técnica que consiste no uso de
miniparafusos autoperfurantes com 1.5 mm de didmetro e 4 mm de comprimento
(Neoortho, Curitiba, Parand, Brasil), eliminando a necessidade da perfuracdo no
leito receptor. Sugerimos que, se possivel, o sistema de microparafusos 1.3 ou
1.1 mm seja utilizado. Tais parafusos séo frequentemente encontramos nos
sistemas de fixacao utilizados no tratamento de fraturas do tergo superior da face.

O uso de miniparafusos autoperfurantes, associado a perfuracdo do bloco
0sseo0 com broca de mesmo diametro, confere maior compressao e,
consequentemente, maior contato entre o enxerto 6sseo e o leito receptor. Desta
forma, realizamos a técnica “lag screw” nos experimentos de enxerto em bloco
realizados nos ratos, que consiste na mesma técnica utilizada nas cirurgias de
enxerto em bloco em humanos (Figua 4 e 5).

Os demais passos cirurgicos seguem normalmente, com sutura dos planos
musculares com vicryl 5.0 (Johnson & Johnson/Ethicon) e planos cutaneos com
nylon 5.0 (Johnson & Johnson/Ethicon). Todos os animais recebem medicagéo

antibiotica no pés-operatoério imediato (0,2 mL de pentabiético/animal).

Discusséo
Pela facilidade de obtenc&o e manutencédo ratos tém sido utilizados como
modelo experimental nos diversos estudos realizados sobre enxertos 0sseos.

Dentre estes estudos, observamos aqueles que se dedicam a observar o



comportamento dos enxertos em bloco, também conhecidos como enxertos onlay
ou veener.

Donos e cols.?> ?! foram os primeiros a tentar reproduzir em ratos técnicas
de fixacdo de enxertos 6ésseos em bloco com uso de microparafusos semelhantes
as técnicas utilizadas em humanos. Em estudo subseqiiente observamos uma
melhora na técnica cirurgica pelo fato de que o leito receptor, na face lateral da
mandibula, oferece melhores condicdes do que a base da mandibula por
apresentar uma area superficial mais ampla, facilitando a adaptacéo do enxerto.
Inicialmente descreveram técnica na qual era necessario recortar o bloco 6sseo
apds sua remocgao, a fim de adapta-lo na base mandibular, j& que se trata de uma
regido estreita e com pouca area de contato. Em ambos os trabalhos j& se
observava a fixagao dos enxertos com parafusos.

De forma semelhante, outros estudos com enxertos 6sseos tipo “onlay” na
face lateral da mandibula de ratos foram realizados, sendo que nestes casos a
estabilizagéo do bloco foi realizada com fio de poliéster 5.0°4%.

Em tais técnicas observamos alguns fatores que n&do coincidem com
aqueles realizados em procedimentos de enxerto em humanos, que pela
crescente importancia da pratica clinica baseada em evidéncias cientificas
julgamos néo ser ideal. Trés pontos principais foram modificados das técnicas
anteriores?%,

A primeira diferenga consiste na manutencdo da inser¢cdo das fibras
musculares na face medial da mandibula. Nas demais técnicas descritas h4 o
descolamento da musculatura lateral e medial, principalmente quando é utilizado

fio de poliéster para a estabilizacdo do enxerto. Apesar da vascularizagdo

periosteal ndo ser a principal fonte de suprimento sanguineo mandibular, ela



contribui de forma importante na revascularizagdo e processo de reparo®. Assim,
a manutencado das inser¢g6es musculares na face medial da mandibula, conforme
descrito nesta técnica, pode contribuir favoravelmente no processo de
revascularizagéo e incorporacdo do enxerto.

O segundo detalhe na modificagdo da técnica consiste na perfuracdo do
bloco 6sseo com uma broca que apresente 0 mesmo didmetro que o didmetro
externo das espiras do parafuso que sera utilizado para fixar o enxerto na face
lateral da mandibula. Tal cuidado permite que durante o aperto do parafuso na
fixacdo do enxerto haja maior compressao deste contra o leito receptor. Para
tornar esta compresséao efetiva outro detalhe deve ser executado, consistindo no
terceiro detalhe na modificagdo da técnica: o uso de microparafusos
autoperfurantes. O uso destes dispensa a perfuragéo do leito receptor para a sua
introdugcdo, permitindo maior estabilidade num osso fino. A associagcdo da
perfuracao do bloco 6sseo com uma broca do mesmo diametro do microparafuso,
e que este seja autoperfurante, € conhecida como técnica “lag screw”. Tal efeito
também pode ser executado com o uso de parafusos que ndo sejam
autoperfurantes, bastando realizar a perfuragdo no leito receptor com uma broca
de diametro inferior ao correspondente ao diametro do micro-parafuso®.

O uso desta técnica tende a favorecer a incorporagédo do enxerto pelo leito
receptor, j& que é necessario uma imobilizacdo absoluta do bloco 6sseo para se
evitar a formac&o de tecido fibroso®. Nos demais trabalhos em que se utiliza a

fixagdo dos enxertos com microparafusos®” %

, apesar de nado haver a descricédo
da técnica, ndo ha a compresséao do bloco 6sseo contra o leito receptor. Isso é

facilmente observado pelo fato de que os microparafusos utilizados apresentam



um desenho diferenciado, com uma extens@o sem roscas acima do bloco ésseo,
a fim de ancorar as membranas para regeneragéao tecidual guiada.

No intuito de melhorar a revascularizagdo do enxerto alguns trabalhos
defendem a realizacdo de perfuragcdes na cortical do leito receptor?’, enquanto
outros concluem que tal procedimento é desnecessario®. Apesar de alguns
trabalhos ndo descreverem como foi realizado o preparo do leito receptor®®#* %
optamos por manter a técnica descrita no trabalho de Luize e cols.?, com a
realizacdo da decorticalizacdo da superficie mandibular no intuito de remover

quaisquer remanescentes do periésteo ou tecido fibroso que possa permanecer

interposto entre o bloco 6sseo e o leito receptor.

Conclusdes

A realizagdo dos trés procedimentos descritos minimiza interferéncias no
fluxo sanguineo local, pela manutengdo das inser¢des musculares na face medial
da mandibula, e propiciam melhor estabilidade e interface de contato enxerto/leito
receptor, pelo uso da técnica “lag screw”. Tais detalhes consistem numa
modificacdo importante da técnica cirdrgica, por reproduzir com exatiddo em
animal algo realizado em seres humanos. Apesar disso, julgamos ser necessaria
a realizacdo de estudos que comparem se estas diferencas na técnica cirirgica
sdo capazes de interferir no resultado final do processo de incorporagcéo do

enxerto na mandibula de ratos.
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Figura 1

Figura 1 — Tricotomia realizada ap6s inducdo anestésica.

Figura 2

Figura 2 — Remocédo do enxerto 6sseo da regido parietal direita do rato.




Figura 3

Figura 3 — Exposicéo do leito receptor. Observar a manutengéo da insercao
muscular na face medial da mandibula.

Figura 4
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Figura 4 — Enxerto 6sseo em bloco fixado na mandibula do rato.




Figura 5

Figura 5 — Enxerto 6sseo em bloco fixado na mandibula do rato, apds sua
remocdao para processamento laboratorial.
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