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5.1 Discussão 

Antes de iniciar a discussão propriamente dita desse trabalho, serão feitas 

algumas considerações referentes à forma de apresentação deste capítulo e ao 

contexto em que o trabalho foi desenvolvido. É necessário lembrar que o 

experimento foi executado em animais de laboratório coelhos New Zeland, sem 

modificações genéticas. Dessa forma, os animais estavam sujeitos a variações 

metabólicas, genéticas e estruturais (relativas a variações anatômicas) individuais. 

Para o estudo celular, utilizou-se diferentes tempos e técnicas para a avaliação 

dos resultados, através do método de elaboração dos defeitos ósseos com 

trefinas. Para o estudo molecular, o procedimento utilizado para desencadear o 

estresse foi o trauma cirúrgico, o qual, além dos inúmeros fatores envolvendo o 

processo inflamatório, pode incluir variações individuiais. Assim, as informações 

contidas no capítulo introdutório referentes ao dinamismo do processo inflamatório 

e de reparo, como também as sinalizações intra e inter-celulares, estão 

englobadas nesta situação e representadas nesse trabalho. Tentou-se estabelecer 

uma situação o mais próxima possível das cirurgias realizadas em seres humanos, 

para a obtenção de informações que possam auxiliar a prática clínica.  

O estudo do tecido ósseo é extremamente complexo, tendo em vista sua 

característica rígida. As dificuldades metodológicas para o estudo desse tecido 

estão relacionadas, principalmente, à sua dureza, dificultando a obtenção de 

cortes passíveis de serem analisados em microscopia de luz e em outras 

metodologias frequentemente utilizadas em outros tipos de tecidos como, por 

exemplo, as marcações de proteínas por procedimentos de imunoistoquímica. 
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Ao contrário dos tecidos moles, o tecido ósseo tem apenas três métodos 

consagrados de estudo: (1) a técnica de descalcificação, utilizada para estudos 

histológicos; (2) a técnica de microscopia eletrônica de varredura (SEM), utilizada, 

principalmente, para análises de superfícies de implantes/biomateriais e sua 

interrelação com o tecido ósseo adjacente; e (3) a técnica de embebição em 

resina acrílica, utilizada, principalmente, para a avaliação da interface implante, 

tecido ósseo e células adjacentes. Estas três técnicas consagradas possuem 

limitações, que em muitos casos impedem estudos mais aprofundados, trazendo 

grandes dificuldades aos pesquisadores na obtenção de informações, muitas 

vezes valiosas para a conclusão de seus trabalhos. 

Quanto à forma da apresentação da discussão dos resultados, assim como 

foi feito na apresentação do capítulo de materiais e métodos, decidiu-se fazer em 

ordem cronológica conforme foi realizado o trabalho para a uma melhor 

compreensão. Dessa forma, os resultados de cada etapa serão discutidos 

separadamente, até chegarmos às considerações finais. 

 

5.1.1 Discussão do estudo inicial 

A busca por materiais que possam substituir o tecido ósseo ou recuperá-lo 

após algum tipo de trauma ou enfermidade tem sido muito estudada nos últimos 

anos, surgindo várias proposições e tipos de materiais para essa finalidade. 

Basicamente, três motivos que dão forte subsídio à utilização dos biomateriais: 

não necessitam de uma área cirúrgica doadora por ser de origem laboratorial; 

suas propriedades osteocondutoras foram amplamente demonstradas, permitindo 

que osso neoformado deposite-se entre as partículas mineralizadas do material 
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(estas por sua vez servem de arcabouço para deposição de nova matriz óssea). 

Sendo essa uma vantagem quando comparado com o enxerto ósseo autógeno e, 

o osso autógeno esponjoso particulado por ser rapidamente remodelado pode 

apresentar uma considerável perda precoce de volume na área enxertada 

(BLOKHUIS et al, 2000; DOS SANTOS et al, 1999)   

Entretanto, a maioria desses apenas apresenta um potencial osteocondutor.  

A partir daí com o conhecimento através da literatura descrevendo a possibilidade 

do resveratrol de induzir colágeno e ativar Stem Cells em processos ósseos 

(BÄCKESJÖ et al, 2006), vimos a possibilidade de através da aplicação dessa 

ferramenta molecular em defeitos ósseos associados à esse materiais torná-los 

mais eficientes e termos uma propriedade indutiva. Conforme foi apresentado nos 

resultados desse estudo piloto observou-se que houve uma grande diferença nos 

resultados obtidos, sendo que no grupo experimental, no mesmo período de 

tempo proposto houve uma formação óssea muito mais intensa e efetiva, com 

uma completa reabsorção dos grânulos de osso bovino utilizados para o 

preenchimento do defeito criado. Enquanto isso, no grupo controle 2, onde foi 

aplicado apenas o material de preenchimento (osso bovino), em sua composição 

original, tivemos uma neoformação óssea muito menor e a presença de uma 

grande área com partículas e presença de tecido colágeno distribuído de forma 

irregular. Esses resultados referentes aos obtidos no grupo controle 2 até hoje 

podem ser observados clinicamente em pacientes, pois a qualidade do tecido 

ósseo neoformado não é adequada para o suporte funcional e suas partículas 

levam muito tempo para serem completamente reabsorvidas, conforme figura 34 

exemplificando isso em uma paciente enxertada com osso bovino na radiografia 
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após 3 anos da realização do enxerto ósseo, mesmo que em pouca quantidade 

(figura 34, setas amarelas).  

 
Figuras 34: Radiografia demonstrando uma área enxertada com osso bovino inorgânico após 3 

anos, onde podemos verificar a presença de partículas não reabsorvidas. 
 

5.1.2 Discussão dos grupos para a determinação da concentração de resveratrol 

associado ao material para enxerto 

  O material eleito para a utilização como controle e como meio de 

associação foi o osso bovino porque sabidamente esse material apresenta apenas 

uma função osteocondutora, não desenvolvendo reação imunogênica e não tendo 

nenhuma ação molecular (CARBONARI et al, 2010) e, ainda, é de fácil obtenção e 

baixo custo. Como no estudo inicial foi utilizada uma proporção de mistura onde o 

resveratrol foi adicionado na concentração de 50% do peso de osso bovino, as 

outras misturas, para a determinação da concentração ideal, foram com 

quantidades que variaram para baixo e para cima desse valor. Conforme podemos 

observar os grupos apresentaram resultados bastante semelhantes entre si. Como 

o resveratrol tem uma meia vida bastante curta no organismo, podemos observar 

que uma maior quantidade trouxe melhores resultados. No entanto, quando a 

proporção de osso bovino foi muito menor que o resveratrol misturado tivemos 
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resultados inferiores aos dos grupos com concentrações menores, o que nos 

pareceu estar relacionado ao tamanho das partículas dentro do defeito preparado, 

onde o sangue removeu o material enxertado. 

No Grupo experimental (Gexp3), que foi utilizado para preenchimento do leito 

cirúrgico com osso bovino liofilizado associado a 60% do seu peso de resveratrol, 

foi que apresentou os melhores resultados, sendo encontrado no interior das 

trabéculas sinais de células viáveis dentro dos espaços celulares (figuras 16 a, b e 

c). Outra presença marcante foram as linhas de crescimento claramente 

detectáveis nas trabéculas ósseas (figuras 15 a e b). Foram evidenciadas nas 

trabéculas imagens sugestivas de um ativo processo de remodelação óssea em 

andamento. Uma característica frequente nos espaços medulares foi a presença 

de infiltrado inflamatório mononuclear discreto a moderado, provavelmente 

associado ao próprio processo de reparação óssea em andamento no local, que 

nos demais grupos apresentou-se muito mais intenso. Em aumentos menores, 

observou-se nitidamente uma maior densidade óssea na área enxertada com 

resveratrol em uma concentração de 60% do peso de osso bovino (figuras 34 a 

38). Todos esses indícios nos levam a concluir que os processos de neoformação 

e remodelação óssea estavam em andamento nessas áreas preenchidas.  

Após essa determinação, algumas lâminas foram coradas com a utilização 

do Tricrômico de Masson (figuras 17 a, b e c) para a verificação da orientação das 

fibras neoformadas, pois, a matriz orgânica do osso inclui diferentes tipos de 

macromoléculas, principalmente colágeno tipo I (90% do peso), mas também 

fosforo-proteínas tais como sialoproteinas e glicoproteinas (osteonectina e 

proteoglicanos) (FRANZEN & HEINEGARD, 1985). Foi analisada a orientação das 
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fibras colágenas da matriz óssea orgânica pela coloração com Tricrômico de 

Masson (TM) em microscopia de luz (JUNQUEIRA et al., 1982), revelando que no 

grupo com resveratrol a organização foi bem mais adequada do que quando 

comparado com os grupos controle, aparecendo o colágeno com uma orientação  

lamelar de suas fibras. Ainda, o grande número de osteonas presentes no grupo 

experimental reforça a indicação da remodelação óssea na presença de 

resveratrol. 

No presente estudo, a grande proporção de vermelho corando as fibras 

(densidade correspondente ao colágeno tipo I) foi somente encontrado nas 

amostras do grupo com resveratrol. Isso sugere que a presença do resveratrol 

associado ao osso bovino estimula a maturação do colágeno tipo I. Geralmente a 

maturação das fibras colágenas é promovida pela sua mineralização (LEES, 2003) 

e depende de íons Ca2+ disponíveis.  

O colágeno do tipo III ocorre somente no tecido ósseo imaturo (BLAND et 

al., 1999; LAWTON et al., 1997), sendo que foi encontrado regularmente nas 

amostras dos grupos controle 1 e 2, enquanto no grupo com resveratrol foi 

identificado somente ocasionalmente em poucas amostras.  

 

5.1.3 Discussão do efeito do resveratrol na regulação do NF-kB 

a) Método 

Uma limitação importante da técnica da desmineralização é a necessidade 

da utilização de soluções quelantes ou ácidas, com a finalidade de remoção dos 

íons Ca++ ou a apatita do tecido, com grande possibilidade de perder informações 
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relativas à mineralização e à localização de recentes neoformações ósseas 

(YANG et al., 2003). Outra desvantagem importante desta técnica é a dificuldade 

de análise biológica entre o tecido receptor e um biomaterial, principalmente de 

origem cerâmica e/ou metálica, com alta resistência à corrosão, o que impossibilita 

a realização de cortes pelo método convencional. 

A utilização da técnica de embebição em resina acrílica com 

metilmetacrilato (MMA) para análise de tecido ósseo foi descrita por SCHENK 

(1965) e BURKHARDT (1966). Apesar dessa técnica ser amplamente utilizada, 

principalmente em pesquisas para avaliação de osteointegração e neoformação 

óssea (KOO et al., 2006, ALLEGRINI et al., 2006), as análises para a identificação 

de proteínas (imunoistoquímicas in situ) são extremamente complexas, pois a falta 

de porosidade da resina não permite a passagem do anticorpo para o interior do 

tecido e, assim, a reação não se estabelece. 

A ativação do NF-kB está relacionada à relevância que esta endonuclease 

tem na resposta imunológica do tecido ósseo e sua participação no processo 

inflamatório, sendo considerado um sensor de estresse (ARRIGO, 1999; SEN e 

PACKER, 1996; CHABOT et al., 1998; SCHRECK et al., 1992; BUNN e POYTON, 

1996; CARTER et al., 1998; MEISTER, 1998). Sua ativação provoca a indução de 

citocinas pró-inflamatórias, podendo provocar a morte, multiplicação ou 

diferenciação celular (LI e STARK, 2002; DOLCET et al., 2005; MOYNAGH, 2005; 

YAMAMOTO e GAYNOR, 2004; KUMAR et al., 2004; AGGARWAL, 2004; 

PERKINS, 2004; RAVI e BEDI, 2004). Esta endonuclease também já foi descrita 

como um dos fatores responsáveis pela osteoporose (AHN e AGGARWALL, 

2005). 
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b) Grupos Curva de Ativação e Irrigado 

Estes três experimentos foram agrupados com o propósito de discutir a 

dinâmica de ativação do NF-kB pela cortical óssea. Para isto, é necessário 

lembrar a teoria do fluxo do fluído, já apontada anteriormente no capítulo 

introdutório, proposta por Wolff, no século XIX (BERTRAN e SWARTZ 1991), a 

qual indica que o fluxo do fluído no interior da rede de canalículos pode estimular a 

sinalização dos osteócitos que, trabalhando em conjunto, podem influenciar na 

remodelação óssea (MARK et al., 2000). É oportuno lembrar também a teoria do 

shear stress ou estresse de cisalhamento, aplicada normalmente em estudos 

referentes à vascularização, que diz que a pressão do fluxo sanguíneo exercida 

sobre a parede vascular ou celular pode promover alterações funcionais e/ou 

morfológicas e estas deformações podem desencadear inúmeras respostas 

biológicas, adaptando o tecido a uma nova condição (TURNER et al., 1994). 

É amplamente considerado na literatura que a ativação do NF-kB está 

relacionada ao sistema imune, ao processo de sinalizações das citocinas 

próinflamatórias, como as IL-1, IL-6 e TNF-α, quimiocinas (IL-8, proteína 

inflamatória de macrófagos-1α [macrophage inflammatory protein-1α {MIP-1α}) e 

moléculas de adesão, como a molécula vascular de adesão-1 e molécula de 

adesão intercelular-1 (vascular cell adhesion-1 [VCAN-1], intracellular cell 

adhesion molecule-1 [ICAM-1]); e à diferenciação de osteoclastos (JIMI e GHOSH, 

2005). A regulação da osteoclastogênese (diferenciação do macrófago em 

osteolcasto) depende da presença de osteoblastos e é modulada por uma 

quimiocina chamada de fator de estimulação das colônias de macrófagos 

(macrophage colony stimulating factor M-CSF), e do ligante do receptor de 
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ativação do fator nuclear kβ (NF-kB) (RANKL) (KARST et al, 2004). Este ligante 

(RANKL) liga-se ao receptor RANK, localizado na membrana dos osteoblastos, 

estimulando a síntese de M-CSF e a posterior diferenciação para osteoclastos. O 

ligante RANKL é uma proteína que, ao se ligar ao receptor ativador da NF-kB 

(RANK), inicia o processo de diferenciação dos macrófagos em osteoclastos.  

A imunorreatividade positiva do NF-kB em osteócitos nos animais foi 

observada por toda a cortical óssea nesse trabalho, o que pode indicar que esta 

última tem um papel significativo no processo de remodelação e reparação óssea, 

autuando como um gestor dos processos fisiológicos que estão envolvidos na 

remodelação e no reparo do tecido ósseo lesado, modulando a reabsorção 

realizada pelos osteoclastos, bem como a neoformação proporcionada pelos 

osteoblastos. Existe, assim, uma ligação biofísica entre os osteócitos e os 

osteoblastos, promovida por uma junção comunicante (gap junctions) (TAYLOR et 

al., 2007). 

Talvez estas observações indiquem a existência de um “gatilho” para o 

estresse, isto é, a partir de um determinado estímulo há uma propagação do sinal 

que se estende e se concentra na região do joelho (o que foi observado nesse 

trabalho). Estatisticamente, observou-se nestes dois grupos (controle e irrigado) 

uma similaridade dos resultados, principalmente na região da articulação do 

joelho. As correlações clínicas serão analisadas posteriormente. 

Finalmente, a disposição helicoidal da imunorreatividade positiva observada 

na Figura 26, avaliada nesse trabalho, pode estar diretamente ligada à morfologia 

dos canalículos que, coincidindo com a maneira helicoidal da disposição das 
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lamelas que proporcionam um embricamento mecânico entre os sistemas 

lamelares (GARTNER et al., 1999). 

Até o momento, discutiu-se as várias hipóteses relativas aos possíveis 

mecanismos que envolvem a propagação da imunorreatividade positiva para NF-

kB por toda a cortical óssea. Não obstante aos interesses acadêmicos 

encontrados neste trabalho, deve-se agora correlacionar estas observações com a 

clínica. 

Correlações Clínicas: 

As hipóteses levantadas podem explicar, pelo menos em parte, algumas 

patologias idiopáticas, principalmente as relacionadas às articulações e processos 

inflamatórios, já que o NF-kB a eles está diretamente ligado, como também à 

apoptose e à proliferação celular. A propagação pela cortical pode estimular a 

formação de um processo inflamatório na região articular. Como foi visto 

anteriormente, a osteoclastogênese depende da presença de osteoblastos, sendo 

modulada pelos fatores de estimulação das colônias de macrófagos e pelo 

sistema RANKL/RANK (KARST et al., 2004).  

Outra correlação clinica que podemos fazer é referente a imagem próxima a 

um triângulo com base voltada para a região cortical em torno de alguns implantes 

figura 35. Essa disposição característica é chamada pelos implantodontistas de 

salcerização, que está relacionada a uma perda óssea em forma de pires (ou 

cálice). Normalmente, esse fenômeno é observado em radiografias periapicais e 

panorâmicas, comumente em regiões onde houve um aquecimento inapropriado 

do tecido ósseo, mais frequentemente notada em mandíbula, onde o tecido ósseo 

é mais resistente, ou em outras regiões, quando há falha na técnica cirúrgica 
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operatória como: deficiência na irrigação ou força excessiva durante a perfuração 

para a confecção do leito cirúrgico (GEHRKE et al, 2006). Esta imagem triangular 

indicando uma imunorreatividade positiva para a NF-kB, pode estar relacionada à 

perda óssea descrita anteriormente, já que a ativação desta endonuclease está 

diretamente relacionada aos processos moleculares de ativação dos osteoclastos 

e reabsorção óssea (CANHÃO et al. 2006). 

 

Figura 35: Radiografia demonstrando perda óssea 30 dias após a colocação do implante (setas).  

 

c) Grupo resveratrol 

Pensando neste aspecto, seria bastante interessante aproveitar o potencial 

contido no início do processo inflamatório/reparativo e direcioná-lo para um tecido 

organizado, já que a cicatrização do tecido lesado é definida nos estágios iniciais 

do processo de reparo (KHODR e KHALIL 2001). 

Em uma visão conservadora, os radicais livres produzidos após um trauma 

cirúrgico ou acidental levam ao dano e posteriormente à morte celular. Porém, 

trabalhos recentes indicam que os radicais livres podem regular a sinalização 
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intracelular (SEN e PACKER. 2002; RHEE et al., 2000), sendo considerados como 

segundos mensageiros, em biologia molecular (DROGE. 2002, GRIENDLING. 

2000). O equilíbrio da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e o dano 

que estas possam causar estão relacionados à proteção antioxidante do tecido 

lesado. A relação entre trauma, dano e adaptação celular é extremamente curta, e 

a estratégia de controle do balanço redox pode constituir um meio efetivo no 

processo de reparo (SEM, 2003). 

A adição de antioxidantes em materiais de enxertia óssea, com a finalidade 

de reduzir a ação deletéria dos radicais livres sobre os tecidos lesados, tem sido 

uma boa ferramenta para a redução do processo inflamatório local (SCHUBERT et 

al., 1996; UDIPI e ORNBERG, 2000). 

Porém, a segurança de uma ossificação organizada não está garantida 

apenas pelo controle da produção de radicais livres no local da lesão. Os 

elementos da matriz extracelular (ECM) têm grande importância na calcificação da 

matriz óssea. Foi demonstrado, há mais de 50 anos, que o cálcio e o fosfato 

podem se precipitar de forma passível sobre o colágeno (GLIMCHER et al., 1957). 

Não obstante, o aumento da possibilidade de uma ossificação pode estar 

relacionado a ausências de inibidores de mineralização na matriz, como relata 

Karsenty (1999).  

A resultante destes processos descritos anteriormente é a redução do 

estresse oxidativo e, consequentemente, a diminuição da ativação do NF-kB, 

como visto nesse trabalho. Os dados estatísticos apontam uma redução 

significativa nas posições e regiões próximas a lesão cirúrgica, indicando uma 

efetiva participação do resveratrol nesse processo. Esta redução da ativação do 
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NF-kB pode estar diretamente ligada às propriedades dessa substância frente aos 

processos inflamatórios e a sua estimulação celular (BÄCKESJÖ et al,2006; LEI et 

al, 2008). 

Correlações clínicas: 

As possíveis aplicações clínicas desse material não estão só ligadas à 

enxertia óssea, pois o mesmo também pode ter aplicação na proteção outros 

tecidos lesados. Porém, como podemos verificar, sua ação é bastante efetiva nas 

proximidades da lesão, o que nos leva a pensar que para uma ação ainda melhor 

e mais duradoura seria necessário fixar ou encapsular o resveratrol para uma 

liberação controlada. 

 

5.1.4 Discussão dos resultados com a injeção de marcadores de crescimento 

ósseo em diferentes períodos 

 Conforme pode-se verificar nas fotomicrografias de fluorescência, os 

resultados foram semelhantes aos obtidos no estudo piloto, onde ocorreram uma 

formação de tecido ósseo muito mais efetiva no grupo quando o resveratrol 

participou do processo de enxertia. 

A sequência de marcadores ósseos (Polifluorocromáticos) é uma 

importante ferramenta para identificar o osso neoformado após enxertos ou 

inserção de implantes (KÖNIG JR et al., 2010). Esses marcadores indicam o lugar, 

o tempo e a quantidade de deposição óssea, reforçando as informações obtidas 

através das amostras coletadas (RAHN, 2003). 
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Foram usados como marcadores polifluorcromáticos uma sequência de 

alizarina, calceína e tetraciclina nesse estudo. As cores que foram detectadas com 

esses marcadores estão de acordo com relatos prévios de Haider et al. (1993). 

As imagens demonstram que houve uma deposição óssea muito maior nas 

amostras do grupo com resveratrol que nas amostras dos outros dois grupos 

controle. O novo osso teve uma maturação conforme avaliado pela intensidade da 

fluorescência. A presença dos grânulos no grupo controle 2 confirma que o osso 

bovino tem uma capacidade osteocondutiva, mas não osteoindutiva.   

 

5.1.5 Considerações finais 

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, fica clara a efetiva 

participação do resveratrol na estimulação da neoformação óssea quando 

associado à biomateriais osteocondutores, onde podemos observar que além do 

estímulo que este promove sobre a diferenciação das células mesenquimais 

indiferenciadas em osteoblastos, comprovado por diferentes autores, podemos 

comprovar que a substância atua na redução da ativação do NF-kB em cortical 

óssea, como indicam os resultados estatísticos e experimentais e que foi o 

objetivo inicial desse trabalho. 

No entanto, os demais resultados apresentados e discutidos, também neste 

trabalho, que inicialmente poderiam justificar a aplicação ou não do resveratrol em 

seres humanos, tornaram-se tão ou mais importantes do que o objetivo inicial. Foi 

observada uma ativação do NF-kB por toda a cortical óssea dos animais, não se 

limitando à região do trauma, mas propagando-se por toda a cortical, aumentando 

na região do joelho. É claro que este estudo avaliou apenas uma pequena parte 
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deste processo, mas pela relevância desta endonuclease, que tem uma 

participação ativa no sistema imune, e também em especial na diferenciação de 

osteoclastos pelo sistema RANK/RANKL, a mesma pode ser um importante 

indicativo em processos degenerativos, e seu controle fisiológico uma ferramenta 

para controlar tais processos. 
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6 CONCLUSÕES 

De acordo com o que foi verificado nesse trabalho e com os objetivos iniciais, 

pode-se concluir que: 

1- o resveratrol pode influenciar o processo de reparação óssea, aumentando 

significativamente a qualidade da resposta;  

2- o resveratrol pode modular o NF-kB quando aplicado in loco nos processos 

ósseos;  

3 – pelos resultados obtidos pode-se verificar que o controle do trauma cirúrgico 

está diretamente relacionado com a qualidade e quantidade de resposta do tecido 

ósseo;  

4 – a quantidade de resveratrol adicionada a um material osteocondutor deve ser 

equilibrada e quantificada para a obtenção de resultados adequados. 
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7 ANEXOS 
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