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NÃO SOMENTE  

 

Não somente agasalho que proteja o corpo, mas também o refúgio de conhecimentos superiores que 

fortaleçam a alma.  

Não só a beleza da máscara fisionômica, mas igualmente a formosura e nobreza dos sentimentos.  

Não apenas a eugenia que aprimora  os músculos, mas também a educação que aperfeiçoa as maneiras.  

Não somente a cirurgia que extirpa o defeito orgânico, mas igualmente o esforço próprio que anula o defeito 

íntimo.  

Não só o domicílio confortável para a vida física, mas também a casa invisível dos princípios edificantes em 

que o espírito se faça  útil, estimado e respeitável.  

Não apenas os títulos honrosos que  ilustram a personalidade transitória,  mas  igualmente  as  virtudes  

comprovadas,  na  luta objetiva, que enriqueçam a consciência eterna.  

Não somente claridade para os olhos mortais, mas também luz divina para o entendimento imperecível.  

Não só aspecto agradável, mas igualmente utilidade viva.  

Não apenas flores, mas também frutos.  

Não  somente  ensino  continuado,  mas  igualmente  demonstração ativa. 

Não só teoria excelente, mas também prática santificante.  

Não apenas nós, mas igualmente os outros.  

Disse o Mestre: - "Nem só de pão vive o homem".  

Apliquemos o sublime conceito ao imenso campo do mundo.  

Bom gosto, harmonia e dignidade na vida exterior constituem dever, mas não nos esqueçamos da pureza, da 

elevação e dos recursos sublimes da vida interior, com que nos dirigimos para a Eternidade. 
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RESUMO 

 

Guskuma, M. H.  Avaliação da presença das proteínas VEGF, BMP2 E CBFA1 no 
enxerto ósseo autógeno: análise histométrica e imunoistoquímica em calotas de ratos. 
Araçatuba, 2011. 68 f. Tese (Doutorado em Odontologia – Área de concentração: Cirurgia e 
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial) Faculdade de Odontologia de Araçatuba. Universidade 
Estadual Paulista, Araçatuba, 2011. 
 

OBJETIVOS: A proposta deste estudo foi avaliar a expressão de proteínas que participam da 

fase de osteoindução (VEGF, BMP-2 e CBFA1) durante o processo de regeneração óssea de 

defeitos criados em calvária de ratos e preenchidos com enxerto autógeno em bloco. 

MATERIAIS E MÉTODOS: Para o presente estudo foram utilizados 10 ratos adultos 

machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) que receberam dois defeitos ósseos de 5 mm 

cada,  em calvária. Os defeitos ósseos constituiram dois grupos experimentais (n=10): Grupo 

controle (CONT) (defeitos preenchidos com o próprio coágulo); Grupo enxerto (ENX) 

(defeitos preenchidos com osso autógeno removido do defeito contralateral). Os animais 

foram submetidos a eutanásia nos períodos de 7 e 30 dias pós-operatórios. RESULTADOS: 

A análise quantitativa demonstrou formação óssea significativamente maior no Grupo ENX, 

no entanto, a presença das proteínas estudadas foi significativamente maior no Grupo CONT 

em ambos os períodos de observação. CONCLUSÃO: O enxerto ósseo autógeno cortical em 

bloco não expressou de forma significativa as proteínas osteoindutoras estudadas durante o 

processo de reparo. 

 

 

Palavras- chave: Transplante ósseo, Imunoistoquímica, Proteína morfogenética óssea 2, 

Subunidade alfa 1 de fator de ligação ao core, Fator A de crescimento do endotélio vascular 



ABSTRACT 

 

Guskuma, M. H.  VEGF, BMP2 and CBFA1 presence evaluation in autogenous bone 
graft: Histometrical and immunohistochemical analysis in rats calvaria. Araçatuba, 2011. 
68 f. Thesis (Doctorate in Dentistry – Oral and Maxillo Facial Surgery) Araçatuba School of 
Dentistry. São Paulo State University “Júlio de Mesquita Filho”. 
 

 

AIMS: The proposal of this study was to evaluate the expression of proteins that act 

in osteoinduction (VEGF, BMP-2, CBFA1) phase during the bone defects 

regeneration created in rat calvaria and filled with autogenous bone graft in block. 

METHODS: For the present study, 10 adult male rats (Rattus norvegicus albinus, 

Wistar) had two 5mm- bone defects in calvaria. Bone defects constituted two 

experimental groups: CONTROL Group (defects filled with blood clot); GRAFT 

Group (defects filled with bone graft). Animals were sacrificed at 7 and 30 days post 

operative. RESULTS: Quantitative analysis showed significantly higher bone 

formation in Graft Group, however, the presence of studied proteins was significantly 

higher in Control Group in both observation periods. CONCLUSION: Autogenous 

cortical bone graft in block did not express the studied osteoinductive proteins  

during bone repair. 

 

 

Key-words: Bone transplantation, Immunohistochemical, Bone morphogenetic 

protein 2, Core binding factor alpha1, Vascular endothelial growth factor 
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RESUMO 

 

 

OBJETIVOS: A proposta deste estudo foi avaliar a expressão de proteínas que participam da 

fase de osteoindução (VEGF, BMP-2 e CBFA1) durante o processo de regeneração óssea de 

defeitos criados em calvária de ratos e preenchidos com enxerto autógeno em bloco. 

MATERIAIS E MÉTODOS: Para o presente estudo foram utilizados 10 ratos adultos 

machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) que receberam dois defeitos ósseos de 5 mm 

cada,  em calvária. Os defeitos ósseos constituiram dois grupos experimentais (n=10): Grupo 

controle (CONT) (defeitos preenchidos com o próprio coágulo); Grupo enxerto (ENX) 

(defeitos preenchidos com osso autógeno removido do defeito contralateral). Os animais 

foram submetidos a eutanásia nos períodos de 7 e 30 dias pós-operatórios. RESULTADOS: 

A análise quantitativa demonstrou formação óssea significativamente maior no Grupo ENX, 

no entanto, a presença das proteínas estudadas foi significativamente maior no Grupo CONT 

em ambos os períodos de observação. CONCLUSÃO: O enxerto ósseo autógeno cortical em 

bloco não expressou de forma significativa as proteínas osteoindutoras estudadas durante o 

processo de reparo. 

 

 

Palavras- chave: Transplante ósseo, Imunoistoquímica, Proteína morfogenética óssea 2, 

Subunidade alfa 1 de fator de ligação ao core, Fator A de crescimento do endotélio vascular 

 



INTRODUÇÃO 

 

O osso autógeno é um material bastante conhecido e utilizado, reconhecido como 

padrão ouro para os procedimentos de reconstrução óssea.1,2,3,4,5 Apesar do grande número de 

pesquisas6,7 buscando um substituto para esse material, ainda não se conseguiu reunir todas as 

propriedades biológicas do osso autógeno em outro biomaterial. 

Considera-se que para ser ideal, um biomaterial deve ser não-humano, osteoindutor, 

osteocondutor, estéril, atóxico, disponível em grandes quantidades8, reabsorvível, resistente 

mas fácil de manipular e permitir adesão, proliferação e diferenciação celular9,10. Apesar de 

não ser ideal, o osso autógeno possui uma característica que o diferencia da maioria dos 

outros biomateriais: a propriedades osteoindutora2. A diferenciação das células mesenquimais 

indiferenciadas em osteoblastos envolve vários fatores de crescimento, hormônios e 

vitaminas11,12,13,14 que agem localmente e sistemicamente em um processo complexo que pode 

ser alterado por fatores ambientais, nutricionais e mecânicos11,15. 

Os conceitos da osteoindução foram introduzidos por Urist16 em 1965, quando 

demonstrou a formação óssea ectópica em tecido muscular de animais após a inserção de osso 

descalcificado. Mais tarde, Urist e Strates17 concluiram que a responsável pela osteogênese foi 

uma proteína denominada bone morphogenetic protein (BMP), envolvida na quimiotaxia, 

mitose e diferenciação celular. Em 1988, Wozney et al.18 tornaram possível a clonagem da 

BMP, que começou a ser aplicada clinicamente na ortopedia. A partir de então, vários 

estudos19,20 confirmaram a capacidade osteoindutora da proteína. 

Numa revisão de literatura, detectamos que apesar de a propriedade osteindutora do 

osso autógeno ser reconhecida2, nenhuma referência encontrada avaliou como as proteínas 

que participam do processo de indução se expressam nos enxertos ósseos autógenos. Dessa 



forma, fica levantada a questão: o osso autógeno sempre apresenta a propriedade 

osteoindutora ativa durante o processo de regeneração dos enxertos? 

O presente estudo tem o objetivo de avaliar a propriedade osteoindutora do osso 

autógeno através da análise da expressão das seguintes proteínas: a VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor), um importante estimulador da angiogênese21; a BMP-2 (Bone 

Morphogenetic Protein - 2), que promove a diferenciação das células mesenquimais em 

osteoblastos, aumentando a formação e o reparo ósseo22,23,24,25,26,27; e a CBFA1 (Core binding 

factor α1), que regula a diferenciação e a expressão gênica dos osteoblastos28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este estudo foi realizado de acordo com os Princípios Éticos para a Experimentação 

Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), tendo sido 

submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – UNESP. 

Para o presente estudo foram utilizados 10 ratos adultos machos (Rattus norvegicus 

albinus, Wistar), com idade de 3 a 4 meses e peso corporal de 200 a 300 g. Para o 

procedimento cirúrgico, os animais receberam sedação pela combinação de  Ketamina 

(0,7ml/Kg) e Xilazina (0,3ml/Kg), via intramuscular. Realizou-se uma incisão linear no 

sentido ântero-posterior em região mediana da calvária e o descolamento do dermoperiósteo. 

Dois defeitos ósseos de 5 mm de diâmetro e espessura total foram realizados com trefina em 

cada animal bilateralmente na região parietal. (Fig. 1) 

 

 

Os defeitos ósseos constituiram dois grupos experimentais:  

 

 Grupo CONTROLE  (CONT) (n=10) 

– Os defeitos ósseos deste grupo foram preenchidos pelo próprio coágulo. 

 

 Grupo ENXERTO (ENX) (n=10) 

– Os defeitos ósseos deste grupo foram preenchidos com osso autógeno em bloco removido 

do defeito contralateral no mesmo ato cirúrgico. 

Após o preenchimento dos defeitos, os tecidos foram reposicionados e suturados por 

planos, obtendo completa cobertura dos defeitos. Os animais foram submetidos a eutanásia 



nos períodos de 7 e 30 dias pós-operatórios por meio de dose excessiva de anestésico por via 

intramuscular. 

As calotas foram removidas e fixadas em solução de formaldeido 10% durante 48 

horas, lavadas em água corrente por 24 horas, descalcificadas em EDTA 20% por 5 semanas, 

desidratadas em seqüência de álcoois e diafanizadas. As calotas foram cortadas ao meio no 

sentido longitudinal, separando os defeitos ósseos. O defeitos foram cortados ao meio no 

sentido látero-lateral e as peças obtidas foram incluídas em parafina separadamente. As peças 

receberam cortes de 6 μm de espessura e foram montadas em lâminas. 

 

 

 

ANÁLISE HISTOMÉTRICA 

 

As lâminas destinadas à análise quantitativa foram coradas com hematoxilina e eosina 

(HE). Para a realização da análise foi utilizado um microscópio óptico com objetiva de 

aumento de 2,5x acoplado a uma câmera de captura de imagem (Leica  DFC 300FX, Leica 

microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium III com 

um software analisador de imagens digitalizadas (Leica Câmera Software Box, Leica Imaging 

Manager -IM50 Demo Software). Com o auxílio do programa ImageLab 2000, versão 2.4, foi 

calculada a extensão da área de formação óssea nos defeitos. Para tal, foram utilizados os 

seguintes critérios: (Fig. 2) 

 

- Considerando que a Área Total (AT) do defeito na região analisada deve 

corresponder à área ocupada pelo osso da calvária na mesma região antes da confecção 

do defeito, a AT foi determinada da seguinte forma (Fig. 2): Estabeleceu-se a altura do 



defeito, tendo como parâmetro a espessura do osso da calota nas bordas do defeito, e as 

bordas do defeito foram foram ligadas por duas linhas (superficial e profunda do 

defeito) separadas pela altura do defeito, seguindo a sua curvatura anatômica e 

delimitando a AT. O recurso “planilha de cálculos” do programa foi utilizado, obtendo o 

valor da AT em pixels. Os valores obtidos de cada lâmina foram somados e divididos de 

modo a obter uma média, que foi estabelecida como padrão para todos os defeitos, 

considerando que a espessura da calota era semelhante em todos os animais incluídos na 

amostra. 

 

- As regiões correspondentes às áreas de osso neoformado (AON) foram 

delimitadas e as áreas calculadas separadamente em pixels. Para a obtenção do valor em 

porcentagem, consideramos a AT como 100% e usando uma regra de três, calculamos a 

porcentagem de AON para cada grupo. Foram obtidos 10 (dez) valores de porcentagem 

para cada grupo e a média destes determinou o valor final de AON em cada período 

analisado. Os valores foram submetidos aos Testes de Análise de Variância (Anova) e 

de Tukey post hoc para verificação de significância nas diferenças entre os grupos. 

 

- No Grupo ENX, o osso correspondente ao enxerto foi considerado como 

AON, já que aos 30 dias observou-se a incorporação do mesmo.  

 

 

 

 

 

 



ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

 

As lâminas foram separadas e destinadas à análise imunoistoquímica. Realizou-se a 

inibição da atividade da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio, a recuperação 

antigênica com tampão citrato a 60 ºC por 20 minutos, e o bloqueio das reações inespecíficas 

com leite desnatado e albumina bovina durante as incubações dos anticorpos. 

Foram utilizados os anticorpos primários contra CBFA1, BMP-2 e VEGF (Santa Cruz 

Biotechnology), anticorpo secundário biotinilado (Pierce Biotechnology), o amplificador 

Streptavidina Biotina (Dako), e a diaminobenzidina (Dako) como cromógeno, que dá uma cor 

marrom-acastanhada às marcações. Ao término das reações, realizou-se a contra-coloração 

dos cortes com Hematoxilina de Harris. Foram realizados controles negativos (pela omissão 

dos anticorpos primários) para evitar a análise de falsos positivos. A proteína VEGF foi 

analisada apenas aos 7 dias, pelo fato de acreditarmos que a sua ação ocorra principalmente 

nos períodos iniciais do reparo. 

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

aumento 160X Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma 

câmera de captura de imagem (Leica  DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg, 

Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium III com um software analisador de 

imagens digitalizadas (Leica Câmera Software Box, Leica Imaging Manager -IM50 Demo 

Software). Três imagens foram obtidas de cada lâmina para análise: As duas bordas e o centro 

do defeito. Para efeito comparativo da intensidade das imunomarcações entre os grupos 

experimentais, foi criado um escore onde as imunomarcações foram classificadas em uma 

escala de 6 graus, que variavam de ausentes a intensas (Tab. 1). Dois avaliadores foram 

calibrados para a realização da análise imunoistoquímica. 

 



RESULTADOS 

 

 

 

ANÁLISE QUANTITATIVA (HE) (Fig.5) 

 

 

7 dias 

Neste período de observação, o Grupo ENX (46,44%) (Fig. 4A) obteve o maior índice 

de AON quando comparado ao Grupo CONT ( 12,48%). (Fig. 3A) (Fig.5) 

 

 

30 dias 

 Aos 30 dias, não houve alteração significante da AON no Grupo CONT (18,12 %) 

(Fig. 3B) enquanto sensível aumento da AON foi observado no Grupo ENX (58,86%). (Fig. 

4B) (Fig.5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANÁLISE QUALITATIVA 

 

 

7 dias 

 

 

VEGF 

O Grupo CONT foi o que apresentou maior quantidade de imunomarcações positivas 

para o VEGF, marcando as células endoteliais presentes no tecido conjuntivo e nos espaços 

medulares, tanto nas bordas como no centro do defeito (Fig. 6A). Em contraste o Grupo ENX 

(Fig. 6B) teve menos imunomarcações, notadamente no centro do defeito.  

 

BMP-2 

Neste período de observação, o Grupo CONT (Fig. 7A) apresentou-se com marcações 

bastante discretas para esta proteína, igualmente espalhadas pelo defeito, observadas 

principalmente em osteoblastos. No Grupo ENX (Fig. 7B), as marcações positivas para a 

BMP-2 estavam praticamente ausentes, especialmente no centro do defeito.  

 

CBFA1 

A quantidade de células com imunomarcações positivas para a CBFA1 aos 7 dias no 

Grupo CONT (Fig. 8A) foi apenas moderada, mas espalhadas por toda a extensão do defeito, 

representando os pré-osteoblastos presentes. No Grupo ENX (Fig. 8B) observou-se a ausência 

total da expressão da CBFA1. 

 

 



30 dias 

 

 

BMP-2 

Aos 30 dias, o Grupo ENX (Fig. 9B) apresentou ausência de imunomarcações para a 

BMP-2, em contraste com o Grupo CONT (Fig. 9A), que apresentou intensa expressão da 

proteína, representando as áreas de formação da matriz óssea. 

 

 

CBFA1 

O Grupo CONT (Fig. 10A) apresentou–se com intensas marcações em toda a extensão 

do defeito, onde havia formação da matriz óssea. No Grupo ENX (Fig. 10B) a expressão da 

CBFA1 foi muito discreta, com maior presença nas bordas do defeito e nas superfícies do 

enxerto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSSÃO 

 

As reconstruções ósseas com enxertos são procedimentos amplamente utilizados na 

ortopedia e na cirurgia maxilo-facial. Desde que Urist16 (1965) descobriu o potencial 

osteoindutor das BMPs, o que já foi confirmado por outras pesquisas29,30, a busca por um 

substituto ósseo com essa capacidade tem sido intensa31,6 e com resultados estimuladores, mas 

até o momento sem aplicação clínica segura32. O osso autógeno é considerado como o padrão 

ouro1,2,3,4,5 para os procedimentos de reconstrução óssea por uma combinação de 

características, mas o que realmente o difere dos outros biomateriais é a sua capacidade 

osteoindutora4,33,34,35. No entanto, essa característica do osso autógeno tem sido pouco 

questionada e considerada como ativa em todas as situações de reparo do enxerto autógeno. 

Estudos mostrando como e quando os fatores osteoindutores agem durante o reparo dos 

enxertos autógenos cortical, medular, particulado ou em bloco, ainda faltam. 

Os conceitos iniciais sobre o processo de reparo dos enxertos foram introduzidos por 

Barth36 (1893), Axhausen37 (1908) e Albrektsson38 (1980). Desde aquela época os 

conhecimentos sobre biologia e fisiologia óssea evoluiram consideravelmente, saltando do 

nível celular para o nível molecular. Sabe-se que durante o processo de regeneração óssea, 

ocorre uma complexa interação entre células mesenquimais, hematopoiéticas, endoteliais, 

proteínas da matriz óssea, citocinas e fatores de crescimento, estimulando a angiogênese, 

migração, diferenciação e proliferação celular39. 

O presente trabalho mostra a incorporação de enxertos autógenos corticais em bloco 

em calvária de ratos. A análise histométrica reafirma por um lado a alta biocompatibilidade do 

osso autógeno e sua eficiência no fechamento dos defeitos (Fig. 4) e por outro lado confirma o 

tamanho crítico40,41 dos defeitos estudados (Fig. 3). 



De uma forma geral, a análise imunoistoquímica (Tab. 1) revelou para todas as 

proteínas estudadas pouca ou nenhuma expressão das proteínas indutoras no Grupo ENX e 

intensa marcação no Grupo CONT, o que parece um resultado contraditório com a análise 

histométrica (Fig. 3 e 4). O osso autógeno, conhecido pelo seu potencial osteoindutor, não 

apresentou expressão de proteínas (Tab.1) reconhecidamente importantes no processo inicial 

da formação óssea como a VEGF21,42, BMP-222,23,24,25,26,27, e CBFA128,43. No entanto, os 

defeitos em que foram colocados fecharam-se por completo aos 30 dias (Fig 4b), denotando 

um processo de reparo normal, o que foi confirmado pela análise histológica das peças. Os 

blocos de osso autógeno estudados atuaram como um material osteocondutor e altamente 

biocompatível. No entanto, as condições estruturais e celulares do leito receptor parecem ser 

essenciais para a integração dos biomateriais ao osso44. Sugere-se que por algum mecanismo 

o organismo do animal possa reconhecer a presença do osso e inibir os sinais para liberação 

dos fatores osteoindutores. 

A presença de fatores de crescimento nos enxertos ósseos autógenos é conhecida33,45, 

bem como a expressão destes durante o processo de reparo na distração osteogênica46,47,48 e 

nas fraturas ósseas49,50,51,52. Os princípios que regem o processo de reparo nas fraturas, nos 

enxertos e na distração osteogênica são os mesmos38, no entanto seria razoável pensar que o 

osso enxertado estimule a cicatrização dos defeitos. 

Um dos fatores que possivelmente contribuiu para a discreta expressão das proteínas 

no Grupo ENX (Tab. 1) foi a característica cortical do enxerto. Há tempos reconhece-se que o 

osso cortical e medular diferem em alguns aspectos que não apenas macroscópicos53,54. A 

presença de grande quantidade de vascularização, células e fatores de crescimento no enxerto 

de osso medular55,56,33,45 favorece um reparo mais rápido, de alto metabolismo55,56,35 e 

caracterizado inicialmente por um estágio osteogênico seguido por uma fase 

reabsortiva53,54,57,58,59. O enxerto cortical apresenta uma estrutura muito mais resistente e 



densa, o que limita a quantidade de vascularização, células e fatores de crescimento55,56 no 

interior do bloco. Nestes casos, o reparo passa inicialmente por uma fase de reabsorção 

seguida pela fase osteogênica. 

Kenzora et al.58 sugere que o estímulo inicial para o reparo nos enxertos cortical e 

medular é o mesmo, mas como a densidade do osso cortical dificulta a revascularização e 

impede a proliferação celular, a reabsorção óssea prevalece. As áreas do enxerto cortical que 

revascularizam antes passam inicialmente pela fase osteogênica. Em nosso trabalho, podemos 

considerar a hipótese de que no Grupo ENX a fase de maior expressão da BMP-2 e da 

CBFA1 estaria entre os dois períodos observados, já que aos 7 dias (Fig. 7A e 8A) o osso 

poderia ainda estar passando pelo processo de reabsorção e aos 30 dias (Fig. 7B e 8B)  

observamos o osso já formado (Fig. 4B). Trabalhos com períodos de observação menos 

espaçados estão sendo feitos pelo nosso grupo e poderão ajudar a esclarecer essas questões. 

O Grupo CONT caracterizou-se por intensa marcação das proteínas estudadas (Tab.1) 

e a origem dessas também é um importante fator a ser considerado. Saito et al.60 e Ma et al.61 

relataram que o periósteo apresenta propriedade osteoindutora, podendo auxiliar no processo 

de reparo ósseo. A dura mater também é reconhecidamente fonte de células osteogênicas e 

fatores osteoindutores62,63. Dessa forma, concluímos que a principal fonte das proteínas 

estudadas em ambos os grupos foi aparentemente o periósteo e a dura-mater, já que o defeito 

foi de espessura total.  No Grupo ENX não foi observada neoformação óssea na parte superior 

do bloco possivelmente devido ao contato com o dermoperiósteo (Fig. 4A e 4B) que não 

deixou espaço para formação de coágulo, como ocorreu com Choi et al64 (2004) e Choi et al65 

(2005). Na base do bloco e nas bordas dos defeitos a camada de coágulo formada serviu como 

matriz para a migração de fatores da osteoindução (Fig. 4), o que esta de acordo com as 

observações de Andrade et al66.  Colaborando com esses achados,  Alam et al.67 

demonstraram em mandíbulas de coelhos que a BMP-2 se expressa principalmente no tecido 



conjuntivo formado nos gaps e na medula óssea nos limites das áreas de formação óssea dos 

enxertos. No Grupo CONT a característica de neoformação óssea principalmente nas bordas 

dos defeitos (Fig. 3) induz afirmar que os estímulos osseoindutores provêm do osso daquelas 

regiões. No entanto, acreditamos que essa característica de neoformação óssea ocorra devido 

ao colabamento do dermoperiósteo na parte profunda e central do defeito pela falta de uma 

estrutura osteocondutora, causando espaços para a formação de uma matriz de coágulo e 

migração das proteínas osteoindutoras somente nas bordas dos defeitos, como demonstramos 

em outros trabalhos68. 

A VEGF é uma proteína conhecida pela sua importante participação na angiogênese, 

através da estimulação da mitose das células endoteliais21,69. No entanto, os estudos têm 

demonstrado a participação da VEGF na diferenciação70, na migração dos osteoblastos, na 

promoção do turn-over ósseo e na mineralização71.72,73,21,74. Aparentemente de maneira 

antagônica, esta proteína parece atuar também na regulação da reabsorção óssea75 e da 

osteoclastogênese76. 

A expressão da VEGF nas bordas do defeito e a ausência de marcações no interior do 

bloco ósseo coincide com os resultados de Ohtsubo et al.44, que demonstrou em metodologia 

parecida à nossa, a formação inicial dos capilares aos 7 dias, homogeneização no tamanho dos 

vasos aos 14 dias e o decréscimo na formação de novos vasos aos 21 dias de reparo dos 

enxertos autógenos. Neste trabalho optou-se por realizar a análise da expressão da VEGF 

apenas aos 7 dias, no entanto uma análise em períodos mais prolongados poderia ter 

demonstrado uma revascularização mais tardia do osso cortical. Albrektsson38 determinou o 

índice de revascularização dos enxertos em coelhos e concluiu que o processo de 

incorporação - creeping substitution – (Burchardt, 1987)55 do enxerto cortical ocorre mais 

lentamente. Nos ossos medulares este índice foi de 0.2-0.4 mm/dia e nos ossos corticais de 



0.15-0.30 mm/dia. Considerando estes dados, acreditamos que a expressão da VEGF possa 

ser mais intensa nos enxertos medulares, o que não foi avaliado neste estudo. 

As BMPs pertencem à superfamília das TGF-β (Transforming Growth Factor beta) 

sintetizadas por osteoblastos77,78 e compreendem o maior subgrupo com 15 genes (BMP1 a 

BMP15), críticos para a embriogênese e a formação óssea79,80. São encontradas nas fibras 

colágenas ósseas, em células periosteais e mesenquimais, pré-dentina e polpa dentária8. As 

BMP-2 são as mais estudadas entre as BMPs, encontradas nos osteoblastos, na matriz óssea e 

nos fibroblastos. Agem ligando-se a receptores específicos da membrana das células 

mesenquimais indiferenciadas, ativando complexas reações intracelulares em cascata que 

culminam com uma sobre-regulação da expressão dos genes osteoblásticos19,20 causando a 

diferenciação das células mesenquimais em osteoblastos81 e consequentemente a formação 

óssea82. Tem sido demonstrado clinicamente que a BMP-2 e a BMP-7 estimula a regeneração 

óssea83,84,85,86,87. Quando comparada a pequenos animais, a utilização de BMPs exógenos em 

humanos é mais crítica, já que altas doses são necessárias para que ocorra uma aceleração do 

processo de regeneração óssea88.  Dessa forma, efeitos colaterais como a reabsorção óssea89,90 

e ossificações heterotrópicas91,92  podem ocorrer. 

A presença da proteína BMP-2 foi detectada no Grupo ENX, ainda que de forma 

discreta, somente aos 30 dias (Fig. 9B) no interior dos canais de Havers e Volkmann do osso 

neoformado, com características de um processo adiantado de ossificação. Acreditamos que 

neste período a fase de ação da BMP-2 já tenha cessado e por isso a proteína apareceu 

discretamente. De acordo com Noël et al.93, 6 dias de expressão são necessários para que 

ocorra formação óssea em ratos. 

A CBFA1, também conhecida como RUNX2, é um fator de transcrição pertencente à 

família de genes Runt94 encontrada nos pré-osteoblastos e osteoblastos jovens. É ativada pela 

ligação de proteínas da matriz extracelular, entre elas a BMP-2, à superfície dessas células95. 



Após a sua ativação ela pode agir diretamente, ligando-se a regiões específicas do DNA, ou 

ativar uma complexa reação em cascata, recrutando enzimas que vão catalisar a transcrição de 

genes osteoblásticos96,97,98,99,100,101,102,103,104. Dessa forma, a CBFA1 é crítica para a formação e 

o desenvolvimento ósseo, regulando a diferenciação dos osteoblastos, a formação da matriz 

extracelular e a mineralização óssea105, além de participar da manutenção (homeostasia) deste 

tecido96,106. 

O padrão de imunomarcações para a CBFA1 (Fig. 8; Fig. 10) foi muito parecido com 

o da BMP-2 (Tab.1), possivelmente pelo fato de atuarem em conjunto no processo de reparo. 

Em 2004, Isefuku et al.107 verificaram que apesar da importante função da CBFA1 durante o 

desenvolvimento fetal, esta proteína pode ter importância muito menor nos processos de 

reparo ósseo como nas fraturas e na distração osteogênica. No entanto, em nosso trabalho o 

Grupo CONT (Tab. 1) demonstrou uma presença significativa de todas as proteínas estudadas 

durante o processo de reparo. 

A regeneração dos enxertos ósseos autógenos ainda representa um enorme campo para 

pesquisas. Diversas outras proteínas envolvidas no processo de reparo dos enxertos devem ser 

estudadas, diferentes modelos experimentais, diferentes leitos receptores, comparações entre 

osso cortical e medular precisam ser extensamente analisadas para que se possa compreender 

profundamente as reações fisiológicas do organismo quando submetido aos processos de 

reparo. Esses conhecimentos são essenciais para a busca de novos substitutos ósseos. 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSÕES 

 

 

A metodologia empregada permite concluir que: 

 

 O enxerto ósseo autógeno cortical em bloco não expressou de forma 

significativa proteínas osteoindutoras durante o processo de reparo, não 

apresentando propriedade osteoindutora ativa. 

 

 A biocompatibilidade e a osteocondutibilidade são propriedades importantes 

para os biomateriais. 

 

 A presença das proteínas estudadas parece não ser crítica para os biomateriais 

nestes tipos de defeito. 
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 VEGF = vascular endothelial growth factor 
 BMP-2 = bone morphogenetic protein-2 
 CBFA-1 = core binding factor alpha 1 
 CONT = controle 
 ENX = enxerto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROTEÍNA GRUPO 7 DIAS 30 DIAS 

VEGF 
CONT + + + + + +   

ENX + +   

BMP-2 
CONT + + +  + + + + + +  

ENX +  +  

CBFA-1 
CONT + + + +  + + + + + +  

ENX +  + +  

ESCORES: 
Ausente = +              /     Muito discreta = ++         /       Discreta: = +++    
Moderada = ++++   /      Pouco intensa = +++++   /       Intensa = ++++++ 

Tabela 1: Intensidade das imunomarcações das 
proteínas estudadas. 



FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONT CONT ENX 

Fig. 1: Esquema dos defeitos criados. 
Defeitos cirúrgicos localizados 
bilateralmente nos ossos parietais com os 
respectivos tratamentos recebidos. 

Fig. 2: Delimitação da AT (linha tracejada), respeitando os critérios estabelecidos, 
através do Programa Imagelab 2000®. No interior da AT observa-se o osso neoformado 
(setas). HE (original 2,5x) 

10 
animais 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3: (HE. Original 2.5 X) Análise histométrica dos defeitos do Grupo CONT aos 7 e 30 dias. 
Observa-se a característica de formação óssea principalmente nos bordos dos defeitos em ambos 
os períodos (linha tracejada). A = Grupo CONT 7 dias / B = Grupo CONT 30 dias. 
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Fig.4: (Original HE. 2.5 X) Análise histométrica do Grupo ENX aos 7 e 30 dias. Observa-se a 
incorporação do bloco e o fechamento total dos defeitos em ambos os períodos. A = Grupo ENX 
7 dias / B = Grupo ENX 30 dias. 
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Fig 5: AON nos Grupos experimentais. As letras 
sobre as barras são comparativos entre os grupos. A 
presença de uma letra diferente denota significância 
estatística entre os resultados obtidos nos grupos 
comparados. (P<0,05) Teste de análise de variância 
e de Tukey post hoc. 
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A) Grupo CONT B) Grupo ENX 

Fig. 6: Expressão da proteína VEGF aos 7 dias nos 2 Grupos experimentais. 
(Original 160 X) 
 
A) As setas indicam os vasos em neoformação, imersos em áreas de intensa marcação 

(em marrom) em uma das bordas do defeito. 
B) Área de interface entre o enxerto e uma das bordas do defeito, evidenciando a 

discreta expressão da VEGF. 

 
 

 

 

 

A) Grupo CONT B) Grupo ENX 

Fig. 7: Expressão da proteína BMP-2 aos 7 dias nos 2 Grupos experimentais. 
(Original 160 X) 

A) As discretas marcações em marrom refletem a pequena quantidade de 
osteoblastos e matriz osteóide neste período, em uma das bordas do defeito 

B) Ausência total de imunomarcações na interface do enxerto com uma das bordas 
do defeito. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Grupo CONT B) Grupo ENX

Fig. 8: Expressão da proteína CBFA1 aos 7 dias nos 2 Grupos experimentais. 
(Original 160 X) 

A) As setas indicam as áreas de moderada expressão da CBFA1. As regiões de 
marrom mais escuro não são consideradas como marcações. 

B) Ausência total de imunomarcações na borda do defeito. 

A) Grupo CONT    B) Grupo ENX 

Fig. 9: Expressão da proteína BMP-2 aos 30 dias nos 2 Grupos experimentais. 
(Original 160 X) 
A) As setas claras mostram o limite da borda do defeito. As setas escuras mostram as 

regiões de marrom mais escuro que são consideradas marcações inespecíficas. A 
grande área mais abaixo mostra a intensa marcação revelando a presença de 
osteoblastos e matriz osteóide. 

B) A região do centro do defeito neste grupo mostra a ausência total de 
imunomarcações. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Grupo CONT    B) Grupo ENX 

Fig. 10: Expressão da proteína CBFA1 aos 30 dias nos 2 Grupos experimentais. 
(Original 160 X) 
A) Intensas marcações por toda a área analisada. Apenas a região apontada pela seta não 

é considerada como marcação. 
B) Marcações muito discretas no centro do defeito. 
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www.joms.org. The JOURNAL publishes articles reflecting a wide range of opinions and 
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Journal of Oral and Maxillofacial Surgery uses an online, electronic submission system. By 

accessing the website http://ees.elsevier.com/joms, authors will be guided through the 

electronic submission process; original source files (text documents in Word, image files in 

TIFF or EPS) are required. The author should specify a category designation for the 

manuscript (original investigation, review article, letter to the editor, etc) and choose a set of 

classifications from the list provided online. All authors must download and fill out the 

AAOMS disclosure statement regarding dual commitment. Authors may send queries 

concerning the submission process, manuscript status, or journal procedures to the Editorial 



Office (joms@ecu.edu). All correspondence, including the Editor?s decision and request for 

revisions, will be sent via e-mail. 
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East Carolina University-School of Dental Medicine 

Lakeside Annex #7, Mail Stop 701 

Greenville, NC 27834 

Phone: (252) 737-7900 
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the authors? names, degrees, affiliations, complete mailing address (including street number), 

and the telephone number, fax number, and e-mail address for the corresponding author. 

Titles of articles should be descriptive but as concise as possible. A structured abstract 

(introductory summary) of no more than 250 words should be included. It should be divided 

into four sections labeled Purpose, Materials (or Patients) and Methods, Results, and 

Conclusions. 

 

All Contributors to JOMS should refer to the Consort statement on clinical research design 

and the Helsinki statement on medical protocols and ethics. 

Consort statement: 



 http://www.consort-statement.org/  

Helsinki: 
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references, give the author?s name, article title, journal name as abbreviated in Index 
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 For books, give the author?s name, book title, location and name of publisher, and 

year of publication (exact page numbers are required for direct quotations): 
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 Figures. All figures must be numbered and cited in the text in order. 

Legends. All submitted figures require a legend. For photomicrographs, magnification 
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 Artwork: Photographs should be high-quality, sharp images. Color art and color 

photography submissions are encouraged. Images must be high-resolution digital 

illustrations (EPS or TIFF files): line artwork = minimum of 1000dpi; halftone 

artwork (photographic/continuous tone) = minimum of 300dpi; combination artwork 

(line/tone) = minimum of 500dpi; recommended dimensional size is a minimum of 

5x7 inches. Powerpoint is acceptable for review purposes, but not of sufficient quality 

for publication. Authors may contact Elsevier for more information or should 

download a copy of the Specifications for Supplying Digital Artwork from 



http://www.elsevier.com/artwork, which has detailed information on file formats, 

artwork guidelines, and color information. 

 Tables. Each table should be logically organized and should supplement the article. 

Each table should be numbered consecutively and cited in the body of the text in 

order. Title and footnotes should be on the same page with the table. Do not draw 

vertical rules in tables. 
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 Permission and Waivers. These should accompany the manuscript when it is 

submitted for publication. Include the following statement in the covering letter: In 
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reviewing and editing my (our) submission, the author(s) undersigned hereby 

transfer(s), assign(s), or otherwise convey(s) all copyright ownership to the American 

Association of Oral and Maxillofacial Surgeons in the event that such work is 

published in the JOURNAL OF ORAL AND MAXILLOFACIAL SURGERY. 

Permission of original author and publisher must be obtained for direct use of material 

(text, photos, drawings) under copyright that is not your own. (Up to 100 words of 

prose material usually can be quoted without getting permission, provided the 

material quoted is not the essence of the complete work.) Authors are responsible for 

applying for permission for both print and electronic rights for all borrowed materials 

and are responsible for paying any fees related to the applications of these 
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