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RESUMO

Os microdanos sdo considerados marcadores biomecéanicos da qualidade Ossea e
atuam como alvos para a remodelacdo. Estes podem ser classificados em
microtrincas ou microcracks, microfraturas e danos difusos. O objetivo deste estudo
foi avaliar a presenca de microdanos no osso mandibular de pacientes com diversos
tipos de lesdes e comparar com 0sso saudavel, ainda, identificar se existe uma relagédo
entre a quantidade e morfologia destes danos com a natureza dessas patologias e a
idade do paciente. Foi conduzido um estudo retrospectivo, transversal e analitico
realizado com pacientes diagnosticados com lesdes orais periféricas ou centrais
(grupo patologico Pt, subdividido em grupo de lesdes benignas (B) em 0sso
mandibular; grupo de lesGes malignas (M), de pacientes diagnosticados com
carcinoma epidermadide (CEC) com envolvimento mandibular), além de individuos sem
lesBes para o grupo comparativo (grupo controle, C, coleta de fragmento 6sseo no
transcirargico de exodontias). As amostras 6sseas foram coradas em Xylenol Orange
e incluidas em metilmetacrilato sem desmineralizacdo. Os blocos foram cortados para
confeccdo de laminas histolégicas de ~100 um de espessura para andlise em
microscopia de fluorescéncia e contraste de fase. O nUmero de microdanos por area
de tecido 6sseo analisada (Cr.D; n/Ar mm2) e tamanho dos mesmos em micrémetros
(Cr.Le, ym) foram avaliados por dois operadores simultaneamente. O teste de
Shapiro-Wilk revelou distribuicdo ndo normal e foram utilizados os testes de Kruskall-
Walllis e Spearman. Um total de 55 laminas provenientes de 26 pacientes dos 3 grupos
foram avaliadas (8 no C e 18 no Pt, sendo 7 no B e 11 no M). Foram encontrados
microdanos lineares em todos os grupos, morfologicamente representados por
fissuras na matriz 6ssea com coloracdo amarelada e alaranjada, brilhante, e passivel
de confirmacéo na mudanca do foco na microscopia de contraste de fase. Nao houve
diferenca significante entre os trés grupos para Cr.D (p 0,50) e Cr.Le (p 0,23),
considerando os dois subgrupos de Pt de forma separada. Agrupando os dois
subgrupos B e M para comparar Pt e C, notou-se que houve diferenca significante
considerando a idade entre os grupos (p 0,005) e Cr.D (p 0,009) com mediana de 0,00
para Pt e 0,08 para C. Nao houve significancia para Cr.Le. Nado houve correlacéo entre
idade, Cr.D e Cr.Le. Conclui-se que existem microdanos na mandibula, tanto em
condicbes normais, quanto na periferia de lesdes em condi¢cdes patologicas. O
namero de microdanos no 0sso perilesional de lesbes periféricas e centrais € menor
comparado ao 0sso saudavel, e a natureza das lesdes e a idade parece ndo impactar
no namero dessas microtrincas. Sugere-se que 0 0sso saudavel submetido as forcas
mastigatorias apresenta mais microdanos quando comparado ao 0sso na vizinhanca
das lesdes.

Palavras-chave: Microdanos; les6es 6sseas; microscopia de fluorescéncia.



ABSTRACT

Microdamage is considered a biomechanical marker of bone quality and works as a
target for remodeling. These damages can be classified into microcracks,
microfractures, and diffuse damage. This study aimed to evaluate the presence of
microdamage in the mandibular bone of patients with different types of lesions and to
compare it with healthy bone, as well as to identify whether there is a relation between
the amount and morphology of these damages with the nature of the lesions and the
age of the patients. A retrospective, cross-sectional, and analytical study was
conducted with patients diagnosed with peripheral or central oral lesions (pathological
group Pt, subdivided into benign lesions (B) from patients affected by benign lesions
in the mandibular bone; malignant lesions (M) from patients diagnosed with oral
squamous cell carcinoma (SCC) with mandibular involvement), in addition to
individuals without lesions for the comparative group (control group, C, with bone
fragments collected during the surgery for tooth extractions). The bone samples were
stained with Xylenol Orange and embedded in methyl methacrylate without
demineralization. The blocks were cut to obtain histological slides of approximately 100
um for fluorescence and phase-contrast microscopy analysis. The number of
microdamage per area of analyzed bone tissue (Cr.D; n/Ar mm?) and their size in
micrometers (Cr.Le, uym) were evaluated by two operators simultaneously. The
Shapiro-Wilk test revealed a non-normal distribution, and the Kruskal-Wallis and
Spearman tests were used. A total of 55 slides of 26 patients were included in the
study (8 in group C, and 18 in Pt group, being 7 in B, and 11 in M). Linear
microdamages were found in all groups, morphologically represented by fissures in the
bone matrix with yellowish and orange staining, with a shiny luminance, and confirmed
by changing the focus in phase-contrast microscopy. There was no significant
difference between the three groups for Cr.D (p 0.50) and Cr.Le (p 0.23), considering
the two Pt subgroups separately. Grouping the two subgroups B and M to compare Pt
and C, a significant difference was noted regarding age between the groups (p 0.005)
and Cr.D (p 0.009), with a median of 0.00 for Pt and 0.08 for C. There was no
significance for Cr.Le. No correlation was found between age, Cr.D, and Cr.Le. It can
be concluded that microdamage can be found in the mandible, both in normal
conditions and in the periphery of lesions in pathological conditions. The number of
microdamage in the perilesional bone of peripheral and central lesions is lower than in
healthy bone, and the nature of the lesions and patient’s age does not seem to impact
the number of these microcracks. It is suggested that the healthy bone under
masticatory forces exhibits more microdamage than bone near lesions.

Keywords: microdamage; bone lesions; fluorescence microscopy.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo, constituido por
células e pela matriz 6ssea, sendo essas células originadas de linhagens
osteoblasticas e osteoclasticas, que possibilitam o processo de remodelamento ésseo
(Junqueira; Carneiro, 2017). O osso tem importante papel de suporte, além de
protecdo de 6rgdos internos, depdsito de minerais, e até como potencializador a
funcdes de outros tecidos (Junqueira; Carneiro, 2017). No que diz respeito ao
funcionamento do 0sso, e sabendo que estimulos mecéanicos em excesso ou sob
condicbes ndo-equilibradas sdo capazes de gerar fragilidades que ultrapassam o
processo de reparagdo (Dominguez; Agnew, 2019), faz-se importante entender os
fenbmenos envolvidos no processo de remodelacdo, com o intuito da busca por
alternativas impeditivas ou atenuantes das condicbes em que o desequilibrio esta
presente. A estrutura 6ssea e sua interagcdo com 0 meio € extremamente complexa, e
é reflexo de uma organizacédo hierarquica com diferentes escalas, em que cada uma
dessas apresenta atributos mecéanicos proprios, que contribuem para propriedade
geral do osso. Como resultado, o tecido 6sseo proporciona uma estrutura forte o
suficiente para dar suporte e protecdo a outros tecidos, assim como flexibilidade o
suficiente para que esse seja leve e eficiente energeticamente (Dominguez; Agnew,
2019).

Avaliar a arquitetura 6ssea e a composicdo do tecido resulta em dados
importantes sobre a saude 6ssea. Em estudos clinicos, atualmente se reconhece que
apenas a densidade mineral éssea (DMO) nao é suficiente para definir o risco de
fratura dos individuos que experimentam alteracfes 0sseas, atribuindo a qualidade
Ossea tanto as propriedades mecanicas quanto as propriedades composicionais
(Dominguez; Agnew, 2019). Nessa prerrogativa, os microdanos encontram-se como
importantes determinantes na mensuracdo da fragilidade esquelética, com
implicagdes clinicas significativas, uma vez que sao considerados os alvos para a
remodelacao sitio-dependente (Francisquini; Caldas; Rabelo, 2020).

Microdanos (Mc) sdo danos a nivel microscépico que comprometem
estruturalmente o0 0sso, seja em area cortical ou trabecular, e que ocorrem em
resposta a uma carga aplicada. Sdo fenbmenos essenciais a constante remodelacao
dos 0ss0s, visto que servem como alvo de reparo, ou seja, quando 0 0sso € lesado e

existe a interrupcdo da comunicacao ceélula-célula dos ostedcitos, existe entdo uma
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ativacao de vias de liberacao de sinais quimicos que aquela area de dano precisa ser
reparada, instaurando entdo o processo de remodelacéo, primeiro com a reabsor¢cao
da area lesada pelos osteoclastos e em seguida pela aposicdo Ossea pelos
osteoblastos (Rabelo et al. 2018a; Francisquini; Caldas; Rabelo, 2020). Além disso, a
nao formacéo dos Mc seria catastroéfica visto seu potencial em dissipar a energia das
forcas aplicadas e contribuir para a tenacidade 6ssea, caso contrario, atividades
simples como o caminhar seriam tendentes a fratura (Dominguez; Agnew, 2019).
Apesar dessa essencialidade do microdano para adaptacdo esquelética,
sabe-se que estes se tornam prejudiciais quando ocorrem em excesso ou sob
condicdo especifica ndo-balanceada, expondo o tecido 6sseo ao acumulo de danos
ou na propagacdo dos mesmos, tomando grandes extensdes, e consequentemente
causando uma falha na funcédo Gssea (Rabelo et al. 2018a; Francisquini; Caldas;
Rabelo, 2020). Um exemplo de um acumulo de microdanos levando a uma condi¢éo
patolégica seria no uso prolongado de bisfosfonatos, ou seja, sem a acdo dos
osteoclastos, os microdanos se acumulam pela supressdo da remodelacdo e, com
mais microdanos, existe uma reducgdo na resisténcia mecanica 6ssea (Ma et al. 2017).
Especificamente sobre os ossos maxilares, sabe-se que para além das forcas
mastigatorias e a carga associada, outros fatores e acometimentos também podem
alterar a qualidade mecanica 0ssea e influenciar na presenca dos microdanos. As
lesbes d6sseas maxilofaciais podem provocar diferentes respostas, entre aquelas
osteoliticas, com perda tecidual, ou osteoblasticas, com formac¢do de 0sso, com
consequente variagcdo na desmineralizacdo, rarefacdo ou remodelacdo Ossea, a
depender da natureza da lesdo e da sua relacdo com o microambiente (Mosier, 2015;
Rabelo et al. 2018b). A natureza da lesdo Ossea, central ou periférica, pode variar
entre as lesdes cisticas, reativas, neoplasicas ou infecciosas, cada qual com suas
caracteristicas clinicas, histopatologicas e radioldgicas (Mosier, 2015). Diante do
padrao de desenvolvimento, crescimento e grau de infiltragdo no 0sso, assume-se o
guestionamento: Existe relacdo entre 0 numero de microdanos e as lesdes que
acometem o 0sso mandibular? E ainda, ha relacédo dos microdanos com as diferentes
naturezas dessas lesbes, sendo benignas ou malignas? Diante destes
guestionamentos, justifica-se entender melhor sobre a presenca dos microdanos nos
0ssos maxilares que sdo acometidos por lesbes 6sseas ou aquelas que iniciam no
tecido mole e depois invadem o o0sso. Ainda, qual o papel do microdano na

remodelacao 0ssea perilesional e sua relagdo com as diferentes naturezas das lesées,



19

para enfim aspirar a utilizacdo dessas informacdes para poder discutir melhores
manejos de diagnostico e terapéutica clinica para os pacientes acometidos por lesdes

Nnos 0Ssos maxilares.
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2REVISAO DA LITERATURA

2.1 DEFINICAO E CLASSIFICACAO DE MICRODANOS

A avaliacdo da saude 6ssea e o risco de fraturas costuma ser baseada
principalmente na DMO, em se tratando de uma avaliacdo in vivo, e que tem sido
utilizada na pratica clinica ha anos, porém com uma analise limitada em sua
capacidade de prever fraturas. Outra abordagem adotada por médicos foi a
ferramenta Fracture Risk Assessment Tool (FRAX), que estima a probabilidade de
fratura em 10 anos com base em fatores como idade, sexo, peso, altura e historico
meédico do paciente. No entanto, essas abordagens da pratica clinica ndo consideram
alguns fatores biologicos intrinsecos ao tecido ésseo. Ao se reconhecer essas
insuficiéncias, a avaliacdo da qualidade Ossea passou a incluir propriedades
mecanicas, tanto estruturais quanto materiais. Dentre esses aspectos, 0s microdanos
destacam-se como um dos principais indicadores da saude 0ssea, sinalizando falhas
iminentes no tecido (Dominguez; Agnew, 2019). Frost, em 1960, exemplificou a
definicdo de fadiga para entender o que poderia ocorrer no esqueleto humano em
algumas situac6es. Como por ele mencionado, a fadiga se refere ao enfraquecimento
de uma estrutura sob cargas repetidas que levam a falha, resultado do acumulo de
microdanos e da incapacidade do material de resistir a mais um ciclo de tenséo ou
deformacdo. Portanto, um preditor da fratura 6ssea, seria 0 acumulo de danos a nivel
microscopico.

Essa teoria estd em consonancia ao que foi estabelecido por Chavassieux,
Seeman e Delmas (2006) ao compreenderem o0 0SSO como um material que possui
uma tenséo elastica maxima. Ou seja, o tecido 6sseo quando submetido a uma carga,
se deforma elasticamente, absorve energia e retorna ao seu comprimento inicial
guando descarregado. Entretanto, se a carga excede sua tensdo elastica maxima, a
resposta é dada pelo acimulo de Mc para propagacdo da energia. Se 0 numero de
Mc ultrapassar a capacidade de reparacéo celular, entdo a fragilidade é gerada. Os
Mc, como ja mencionado, sdo danos estruturais microscopicos, em resposta a uma
carga esquelética (Dominguez; Agnew, 2019). Sdo classificados em trés tipos: as
microfraturas, os danos difusos e as microfissuras lineares (também conhecidas como
microcracks), cada qual com uma aparéncia microscopica (Francisquini; Caldas;
Rabelo, 2020). Para analisar sua presenca e morfologia nas amostras 0sseas, €

necessario o uso de técnicas de microscopia e microtomografia especificas, e a
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analise das imagens obtidas requerem avaliagdes qualitativas respeitando protocolos
singulares (Rabelo et al. 2018a; Francisquini; Caldas; Rabelo, 2020).

Estudos indicam que estes danos microscopicos tém uma atuagdo importante
nos osteocitos. Estas sdo as células Osseas mais abundantes no 0sso,
compreendendo mais de 90% do conteudo celular, e estes possuem processos
celulares dendriticos que se conectam uns aos outros em rede. Como 0s ostedcitos
sdo considerados 0s mecanosenssores do 0SSO, Ou seja, recebem o estimulo
mecanico e traduzem os mesmos para sinais quimicos, entende-se que estes tém
papel fundamental na biomecanica 6ssea (Rabelo et al. 2020) e em relacdo aos Mc.
A proximidade dessas células as microfissuras faz com que estas desempenhem a
funcdo de detectores de Mc. A medida que os processos celulares atravessam as
microfissuras, séo rompidos de forma proporcional ao aumento do comprimento da
fissura e a aplicacdo de forcas além dos limites fisiolégicos. Esse rompimento
desencadeia a sinalizacéo celular, indicando a necessidade de reparo na area afetada
através do remodelamento 6sseo (Dooley et al., 2011). A propagacédo de Mc também
contribui para a tenacidade 6ssea pela capacidade de dissipar a energia das forcas
aplicadas (Dominguez; Agnew, 2019). Logo, apesar da nomenclatura do termo
“microdano” apresentar a ideia de prejuizo, deve-se entender a sua essencialidade a
renovacao e saude 6ssea (Dominguez; Agnew, 2019).

Esse paradigma do Mc, entre um papel benéfico e um indicador de risco, &
explicado pela funcionalidade do o0sso. A interagdo entre massa, geometria e
propriedades do material determinam a resisténcia do 0sso e a possibilidade de
resisténcia as cargas aplicadas aos mesmos, logo, esse tecido € adaptativo e
restaurador, denotando uma estrutura complexa (Dominguez; Agnew, 2019). Sendo
assim, sugere-se que qualquer fator que desequilibre esse sistema se torne um

predisponente para alteracdo da qualidade éssea.

2.2 LESOES INTRAOSSEAS E PERIFERICAS COM ENVOLVIMENTO DOS
OSSOS MAXILARES

O estudo das les6es bucomaxilofaciais € amplo, com desafios que vao desde
o correto diagnostico a melhor escolha de tratamento. O termo diagnostico é definido
como a determinacédo da natureza de uma doenca, que, neste caso, pode variar entre

lesBes cisticas, neoplasicas, reativas e infecciosas (Miloro et al., 2016). Em destaque
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as lesOes periféricas aos maxilares com envolvimento 0sseo e as lesdes intradsseas,
métodos complementares de diagndstico sdo empregados. A radiografia é a
modalidade de exame mais utilizada, com a possibilidade de visualizacdo da
aparéncia intralesional, assim como a resposta que ela provoca no osso adjacente.
Em exemplo, de forma geral, contornos nitidos apontam para lesGes benignas,
enguanto limites mal definidos para uma lesdo maligna (Miloro et al., 2016; Mosier,
2015).

O osso trabecular e cortical pode responder a presenca de lesbes a partir de
uma resposta osteolitica ou osteoblastica e, consequentemente, exibir alguma forma
de desmineralizacao, rarefacdo ou remodelacédo do tecido 6sseo (Mosier, 2015). Isso
junto com as caracteristicas clinicas da lesé@o, vao delimitar sua diferenciagédo e forma
de tratamento, variando entre abordagens mais conservadoras pela preservacéo de
estruturas adjacentes e menor acometimento funcional, ou radicais, pelo extenso nivel
de comprometimento estético-funcional (Miloro et al., 2016). Sobre as lesdes de
diferentes naturezas que acometem a mandibula, sabe-se que a remodelacéo 6ssea
associada que ocorre na periferia destas lesGes é varidvel e pode ainda ditar ou
nortear condutas, principalmente devido a importancia destes achados. Diversas
lesbes que acometem 0s 0ss0s maxilares tém variacbes em seu padrdo de
crescimento, nas suas caracteristicas radiograficas e tomograficas, e na forma de
tratamento normalmente utilizada.

Os cistos tendem a apresentar um crescimento gradual, provavelmente como
resposta de um discreto aumento da pressdo hidrostatica luminal, e a maioria é
descoberta a partir de um achado radiografico, ja que geralmente sdo assintomaticos
(Neville et al., 2016). O cisto radicular apresenta alta prevaléncia e refere-se a um
cisto de inflamacéao relacionado aos restos epiteliais de Malassez (Neville et al., 2016),
tendo como caracteristicas radiograficas radiolucéncias bem circunscritas associadas
ao apice dentario, perda da lamina dura e reabsorcéo radicular (Neville et al., 2016).
Em suma, sdo areas radioltcidas delimitadas por uma linha radiopaca. O tratamento
dessa leséao divide-se em nao cirurgico, pela terapia endodontica, e cirargica pela
extracdo do elemento dentario acometido somado a masupializacdo, descompressao
ou enucleacdo (Neville et al.,, 2016). JA& o cisto dentigero, é um cisto de
desenvolvimento, radiograficamente representado como uma radiolucéncia unilocular
bem definida com margem esclerotica, circundando a coroa de um dente. Estes sao

em sua maioria assintoméaticos, mas podem atingir um tamanho significativo e serem
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associados a expansao 0ssea e dor da regido acometida (Miloro et al., 2016). Seu
tratamento de escolha na maioria das vezes é a enucleagcdo e remocdo do dente
afetado (Miloro et al., 2016). Também importante de ser abordado no grupo das lesdes
cisticas € o queratocisto odontogénico, que diferentemente dos outros cistos,
apresenta grande potencial de crescimento e alto indice de recidiva. Em radiografias
ele pode ser visto como uma radiolucéncia unilocular com margens bem definidas,
confundido muitas vezes com o cisto dentigero, ou como uma lesdo multilocular, e
tendem a crescer em dire¢do anteroposterior sem causar expansdo 6ssea (Miloro et
al.,, 2016). Sua forma de tratamento normalmente é a enucleacdo somada a
curetagem. Alguns cirurgides também tém realizado descompressdo prévia a
remocao e alguns casos mais agressivos podem ser tratados com resseccao local
(Miloro et al., 2016; Neville, et al., 2016).

Partindo para o grupo de lesdes neoplasicas tem-se 0 ameloblastoma, uma
entidade de crescimento lento e localmente invasivo. Radiograficamente pode ter

~

aspecto multicistico com aparéncia lembrando “bolhas de sab&o” pela formacéo de
septacdes intralesionais, ou pode aparecer como uma lesdo unicistica, a depender do
seu tipo histolégico, podendo causar expansao ou rompimento das corticais 6sseas e
reabsorcédo radicular dos dentes adjacentes (Mosier, 2015) (Neville et al., 2016). O
tratamento varia da extensdo e subtipo histolégico, através de uma simples
enucleacao e curetagem até a resseccao em bloco (Neville et al., 2016).

No grupo das lesbes reativas tem-se algumas mais comuns, dentre elas a
displasia cemento-6ssea, a qual pode ter multiplas aparéncias radiograficas. Sua
variante focal aparece mais comumente em regido posterior de mandibula como uma
lesdo completamente radiollcida ou densamente radiopaca com halo radioltcido em
sua periferia. A variante periapical aparece como mudltiplas lesdes radioliicidas nos
apices dentarios que podem vir a ter uma aparéncia mista de radiolucidez e
radiopacidade no estagio final, predominantemente em regido anterior de mandibula.
Ja a variante florida, acomete mais a regido anterior de mandibula, com aparéncia
radiografica de lesbes mistas radiolucidas e radiopacas multiplas (Neville et al., 2016).
O tratamento, quando assintomatico, em geral ndo requer remocao cirurgica, apenas
consultas de controle com profilaxia e reforco de higiene oral. Porém, quando em fase
esclerotica, pode acarretar necrose e infeccdes secundarias e, neste caso, a
curetagem pode ser indicada (Neville et al., 2016). A lesdo central de células gigantes

€ vista nas radiografias como lesdes radiollcidas uniloculares ou multiloculares. Na
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sua forma ndo agressiva, como a maioria dos casos, apresenta crescimento lento e
nao mostra perfuracéo cortical ou reabsorcéo radicular. Ja na variante agressiva, o
crescimento é ripido e ha rompimento da cortical, reabsorcdo radicular e
deslocamento dentério. No geral apresenta-se sem bordas corticais e seu tratamento
de escolha € a curetagem ou a resseccado em bloco, caso necessario (Neville et al.,
2016).

Como leséo infecciosa tem-se a osteomielite, um processo inflamatério agudo
ou crénico, onde é possivel um paciente apresentar o diagnéstico da leséo e ter uma
aparéncia normal a radiografia panoramica, até que as mudancas passem apenas do
carater clinico para ser possivel sua visualizacdo em exame de imagem (Miloro et al.,
2016). Depois de afetado, aparenta aspecto de roido de traca ou sequestro 0sseo,
visto a destruicdo litica extensa do osso envolvido. Sua forma de tratamento requer
intervencdo medicamentosa e cirargica com excisdo de todo o 0sso necrético (Miloro
et al., 2016).

Para além das lesdes benignas, de diferentes naturezas, como as abordadas
anteriormente, tem-se também as les6es malignas. Existem lesdes malignas centrais,
algumas delas do proprio 0sso, como 0 osteossarcoma, mas sao lesdes raras. Ja no
caso das lesdes periféricas que em sua evolugdo e progressao acometem 0 0SSO,
tem-se a principal delas o carcinoma epidermaoide (também como sinonimia carcinoma
espinocelular, que reflete o acréonimo mais utilizado CEC), que representa a mais
prevalente neoplasia maligna oral, sendo a idade um fator contribuinte ao
aparecimento lesional (Neville et al., 2016). Radiologicamente, a destruicdo do 0sso
perilesional quando existente aparece como uma radiolucidez em “roido de traga” com
margens mal definidas ou bordas irregulares (Neville et al., 2016). O tratamento varia
segundo o local que atinge e o estagio da doenca, sendo escolha primaria o
tratamento cirdrgico, e em adjuvancia a radioterapia, quimioterapia e imunoterapia
(Neville et al., 2016; Liu et al. 2024).

2.3  MICROSCOPIA E ANALISE MORFOLOGICA DOS PADROES DE
MICRODANOS ASSOCIADOS AS LESOES MAXILARES

Para analisar a presenca e a morfologia dos microdanos € necessario 0 uso
de técnicas especificas de microscopia. As amostras previamente preparadas podem

ser analisadas tanto em microscopia de fluorescéncia de luz polarizada, quanto em
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confocal de varredura a laser, para posteriormente ser mensurada a quantidade de
Mc, seu tipo, tamanho, e outras caracteristicas quantitativas e qualitativas
(Francisquini; Caldas; Rabelo, 2020).

Anterior a analise em microscopia, ha muitos fatores que influenciam o
sucesso da técnica. A preparacdo das amostras de seccfes 0sseas que ndo passam
pelo processo de desmineralizacao pode requerer alguns dias, ao passo que a analise
histomorfométrica pela descalcificacdo demoraria muito mais tempo. Ainda, para
andlise dos Mc, talvez a descalcificagcdo seria um fator critico, podendo produzir danos
artefatuais que poderiam ser interpretados de forma errbnea. Varias etapas e
equipamentos a serem utilizados precisam de treinamento prévio, e, portanto, o
comprometimento e cuidado dos operadores desde a coleta das amostras, até as
etapas de coloracao, inclusdo em resina, corte dos blocos e montagem das laminas
sao exigéncias para o0 sucesso da analise e coleta de dados de estudo (Dominguez;
Agnew, 2019).

Para avaliar os microdanos a partir da microscopia convencional, & necessario
o treinamento prévio do operador (Francisquini; Caldas; Rabelo, 2020), por isso €
importante que as amostras contenham laminas especificas para esse treinamento.
Isso porque no processo de coloracdo, o corante de escolha infiltra-se ndo apenas
nos Mc, mas também em estruturas anatémicas proprias do 0Sso, COmo nos sistemas
Haversianos e canais de Volkmann (Dominguez; Agnew, 2019), e ainda consegue-se
distinguir os Mc verdadeiros e os artefatos produzidos durante o preparo das laminas.
A morfologia 6ssea classica da parte cortical, contendo os 6steons e suas lamelas
concéntricas, e da parte trabecular, com as trabéculas permeadas pelos espacos
medulares (Figuras 1 e 2), pode ser identificada na microscopia de fluorescéncia. E
possivel observar de forma separada estas duas por¢cdes do 0sso, para
posteriormente identificar a presenca do microdano no sitio onde ele esta presente
(Francisquini; Caldas; Rabelo, 2020).

O ponto principal da técnica € imergir 0 0sso no corante antes de qualquer
preparo, ou seja, depois de corado, todas as trincas de artefato de técnica que
poderdo aparecer durante o processamento nao estariam coradas, o que diferenciaria
das microtrincas originais, que estariam coradas desde o principio pela imersdo no
corante antes da incluséo e posterior corte dos blocos nas cortadeiras de precisao
(Francisquini; Caldas; Rabelo, 2020).
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Figura 1 — Microscopia de fluorescéncia: 0osso trabecular.
\\ ~ :

Legenda: a — Microscopia de fluorescéncia com padréo de coloragéo verde brilhante destacando area
Ossea trabecular (aumento original de 4x). b — Microscopia de fluorescéncia de area 6ssea trabecular,
com coloragdo verde mais brilhante em regibes de delimitacdo entre trabéculas, demonstrando a
importancia do conhecimento da morfologia 6ssea com diferengas de impregnacéo do corante, para a

identificacdo e diferencia¢do dos microdanos (aumento original de 10x). Fonte: o préprio autor.

Figura 2 - Microscopia de fluorescéncia: osso cortical.

Legenda: a — Microscopia de fluorescéncia de regido cortical, com visualizacéo da presenca de alguns
canais com colora¢des mais brilhantes em relagédo ao osso (aumento original de 10x). b — Microscopia
de fluorescéncia com destaque ao canal de Havers circundado por lamelas concéntricas configurando
um Osteon, com diferenca de luminosidade (aumento original de 20x). Fonte: o préprio autor.

Ao utilizar a microscopia de luz, duas etapas sao realizadas. Primeiro a analise
por microscopia de fluorescéncia (Figura 3, a), seguida da andlise em microscopia
Otica de luz polarizada ou contraste de fase (Figura 3, b) (Francisquini; Caldas; Rabelo,
2020). Depois de obter a imagem, softwares podem ser utilizados para coleta de
dados, um deles que esta disponivel gratuitamente € o ImageJ/Fiji (Wayne Rasband

and contributors, National Institutes of Health, USA), o qual apresenta ainda a
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vantagem de ser utilizado por varios laboratorios, permitindo a comparacao de dados
entre os pesquisadores (Dominguez; Agnew, 2019). Enfim, deve-se determinar quais
dados serdo de interesse para o estudo em questao e os registrar de forma fidedigna
e organizada, com 0 objetivo de permitir a sua relacdo com 0s grupos lesionais

presentes no banco de amostras e a tomada de conclusoées.

Figura 3 — Fotomicrografias de tecido 6sseo avaliado em fluorescéncia e contraste

de fase.
oy o

Legenda: a- Microscopia de fluorescéncia, destacando pelas setas vermelhas a presenca de
microdanos. Nota-se a morfologia do microdano linear como uma fissura que se estende da face
externa do 0sso até as regides mais internas, de coloracdo amarelo alaranjada, brilhante. E possivel
observar que estas microtrincas estdo paralelas entre si. b- Microscopia de contraste de fase,
confirmando a presenca dos microdanos em uma coloragdo escura, revelando a morfologia linear com
as bordas afiladas dos Mc, identificadas pelas estrelas vermelhas. Fonte: Produgdo do préprio autor.

Raros séo os estudos que avaliaram a presenca de microdanos na mandibula
humana. Um dos Unicos estudos que explorou essa variavel foi o de Rabelo et al.
(2018b), que coletou fragmentos 6sseos nos produtos de mandibulectomia de pacien-
tes que foram tratados cirurgicamente para CEC. No 0sso préximo ao tumor e no 0SS0
da margem cirurgica (osso saudavel, na parte mais externa da peca ressecada) foram
encontrados microdanos lineares, com média de densidade de microdanos de 0,16
Cr.D;/mm2 perto da interface osso/tumor e de 0,10 Cr.D;/mm2 na margem cirlrgica de
0SS0 normal.
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30OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de Mc 6sseos ha mandibula de

pacientes com lesdes em cavidade oral que apresentaram acometimento 0sseo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a quantidade e o tamanho dos microdanos 6sseos na mandibula
de pacientes com les@es orais periféricas e intradsseas que acometeram a mandibula
por meio da microscopia de fluorescéncia e contraste de fase.

. Comparar a densidade e tamanho dos microdanos 6sseos no 0SSO
perilesional com osso normal de individuos sem lesdes orais, e quanto a natureza
sendo lesdes benignas ou malignas.

o Verificar a existéncia de uma correlagéo entre microdanos e a idade dos

pacientes.
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4METODOLOGIA

Esta pesquisa esta inserida em um macroprojeto intitulado “Processamento
de imagens na avaliacdo de lesbes 6sseas orais”, submetida ao Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH), com registro CAAE 28234620.0.0000.0121
e aprovado sob parecer de numero 4.063.334. Um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) foi disponibilizado ao paciente para que estivesse ciente dos
procedimentos desta pesquisa e pudesse se voluntariar a participar da mesma.

4.1 CASUISTICA E SELECAO DAS AMOSTRAS

Foram selecionados no macroprojeto pacientes com lesdes orais que tinham
como proposta terapéutica a cirurgia de resseccao ou outra cirurgia que incluia a
manipulacdo 6ssea. Em suma, casos em que houvesse ostectomia na abordagem
cirtrgica terapéutica de alguma lesdo intradssea ou periférica eram previamente
investigados sobre a possibilidade da coleta de um fragmento 6sseo. O grupo
patolégico tinha pacientes com lesGes benignas, podendo ser: cistos, neoplasias e
lesBes reativas; e no grupo de lesdes malignas, apenas o carcinoma epidermaoide oral
(CEC), sendo estas lesdes presentes em sitios que exigissem mandibulectomia
durante a cirurgia de tratamento. Também, em segunda fase do macroprojeto,
fragmentos 0sseos foram coletados de pecas cirargicas pertencentes ao acervo do
Laboratério de Patologia Bucal da UFSC (LPB UFSC), sendo aqueles configurados
como casos de mandibulectomia com possibilidade de remocéao de fragmentos ésseos
perilesionais. Estes pacientes compuseram o grupo patoldgico (Pt), que foi dividido
em lesbes malignas (M) e benignas (B).

Para compor o grupo das amostras tidas como controle (C), o osso foi obtido
no transcirdrgico da exodontia realizada em pacientes saudaveis, durante a
osteotomia para acesso a elementos dentais que seriam extraidos. Estes individuos
foram selecionados durante o macroprojeto para exodontia de terceiros molares
inferiores impactados, onde haveria a necessidade de osteotomia para acesso ao
dente que seria removido, e neste sitio que seria realizada a osteotomia, 0S

fragmentos 0sseos eram coletados.
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4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para o macroprojeto, foram utilizados os seguintes critérios de incluséo e
exclusdo: pacientes maiores de 18 anos e em concordancia com o estudo. Sendo que
para o grupo teste refere-se aos pacientes diagnosticados com as referidas lesdes
para cada subgrupo, com proposta terapéutica envolvendo manipulacdo éssea.
Foram excluidos pacientes em uso (ou que fizeram uso prévio) de medicamentos que
alteram o turnover ésseo (bisfosfonatos ou outra terapia antireabsortiva) ou em uso
prolongado (mais de 3 meses) de corticosteroides, assim como gestantes (gravidez

em Curso).

4.3 PARTE EXPERIMENTAL: ANALISE HISTOMORFOMETRICA E DE
MICRODANOS

4.3.1 Coleta das amostras

A aquisicdo das amostras foi realizada em dois momentos: in vivo e em
laboratorio (Figura 4 e Figura 6, respectivamente). A coleta in vivo foi realizada para
agueles pacientes do macroprojeto que foram submetidos aos procedimentos de
osteotomia, de acordo com a proposta terapéutica para cada caso. Durante o
transcirdrgico para o tratamento ou até para realizacdo de biopsias das lesbes
centrais, para o grupo patolégico (lesdes benignas), fragmentos 0Osseos foram
retirados, com auxilio de trefina em motor cirargico, sob irrigacdo constante, de acordo
com o trabalho de Oliveira Loures et al. (2023), como representado na Figura 5. Para
os casos de CEC, os fragmentos 6sseos foram removidos da peca cirargica ressecada
do osso perilesional ao tumor, seguindo a metodologia descrita nos trabalhos de
Rabelo et al. (2018b) e Lopes et al. (2023). Para o grupo comparativo, durante a
extracdo de terceiros molares pacientes normo-reativos que procuraram 0O Servigo
odontoldgico, e que durante a exodontia, era passivel a coleta de fragmento 6sseo,
compondo o grupo controle (C), também parte da metodologia de Oliveira Loures et
al. (2023).

Figura 4 - Coleta das amostras in vivo.
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Legenda: a- Mandibulectomia terapéutica em paciente acometido por lesdo bucomaxilofacial maligna
(CEC), em fotografia mostra extensdo da margem cirdrgica em regido de parassinfise de mandibula
bilateralmente, o que gera amplo comprometimento estético funcional e necessidade de reconstrugao
mandibular como tratamento. b- Transcirirgico de tratamento de enucleagcdo em paciente acometido
por lesdo benigna em regido mentoniana, apical aos incisivos inferiores. E notavel margem bem
delimitada lesional, o que favorece um tratamento menos invasivo. c- Transcirargico de exodontia de
terceiro molar inferior em paciente normo-reativo, cuja coleta se deu pela osteotomia em regido
retromolar. Fonte: Producao do préprio autor.

Figura 5 — Esquema demonstrativo da regiao de coleta das amostras.
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Legenda: a — Representacdo de mandibula acometida por CEC com acometimento ésseo, cuja coleta
se deu pelo uso de trefina em motor cirargico em regido limitrofe entre leséo e 0sso. b — Representacéo
de mandibula acometida por lesdo benigna cistica, a qual o tratamento mais utilizado refere-se a
enucleacao e nao exige extensdo da margem cirargica como em lesdes malignas. Por isso a coleta de
fragmento 6sseo se deu adjacente a regido lesional. ¢ — Representacéo da coleta de fragmento dsseo
durante extragdo dental, em sua maioria de terceiros molares inclusos impactados, em regido que ja
seria submetida a osteotomia para acesso ao elemento dental. Os circulos em vermelho representam
a area trefinada para coleta do fragmento ésseo. Fonte: o préprio autor.

Para as coletas em laboratério, realizadas no segundo momento do
macroprojeto, apenas 0s casos pertencentes ao laboratdrio que compunham grandes

pecas cirirgicas de mandibulectomia, fragmentos ésseos foram coletados também
com auxilio de trefina (4mm de didmetro), no osso perilesional, realizado por
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profissionais experientes. Tais pecas foram devidamente armazenadas no
LPB/UFSC. A partir da coleta, tanto os fragmentos 0sseos coletados in vivo e as

coletas de laboratorio tiveram 0 mesmo processamento para anélise dos Mc.

a- Peca cirdrgica de paciente acometido por lesdo bucomaxilofacial benigna em corpo de mandibula, é
possivel visualizar grande extensdo lesional a qual exigiu necessidade de resseccédo. b- Coleta do
fragmento 6sseo de osso perilesional pelo uso de trefina sob irrigacdo. Fonte: Producdo do préprio
autor

As amostras obtidas foram prontamente inseridas em alcool 70%, solucéo de
armazenamento ideal, com o objetivo de impedir a desidratacdo pelo longo tempo de

fixacdo e armazenamento antes da inclusdo dessas na solucao de coloracgéao.

4.3.2 Processamento

Inicialmente as pecas 6sseas passaram pela coloracdo, de modo a possibilitar
a distingdo entre os microdanos e os artefatos resultantes do preparo das laminas
provenientes dos passos seguintes. O corante utilizado foi o Xylenol Orange - 5
milimolar em uma proporcéo de 0,4 para cada 10mL de alcool 70%. As amostras foram
colocadas em frascos ambar contendo o corante, devidamente identificadas, com a
necessidade de ficarem submersas na solucdo durante 3 a 8 dias, a depender do
tamanho das amostras. Retiradas da solucdo corante, seguiram para inclusdo em 1
ou 2 banhos de alcool absoluto para retirada do excesso de Xylenol Orange. Para
isso, foram imersas em uma garrafa contendo alcool absoluto e mantidas por 2 dias,

e em sequéncia, submersas em um frasco contendo Xilol.
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Para a técnica de inclusdo em resina sem a desmineralizacdo do 0sso, trés
solucdes diferentes foram realizadas para imersao das amostras de forma sequencial,
respectivamente em: Metilmetacrilato e Dibutilftalato em concentragdes de 80% e 20%
(MMAZ1) por 48 horas, em MMA2 pelo acréscimo de 1g de perédxido de benzoila a uma
solucéo de 100mL idéntica ao MMA1 por 48 horas, e por ultimo em MMAS3, equivalente
aincorporacédo de 2g de Peroxido de Benzoila a solucdo equivalente ao MMAL. Todas
essas etapas foram realizadas sob armazenamento em meio refrigerado.

As amostras foram retiradas dos cassetes e colocadas em frascos ambar
individuais contendo a solucdo de MMA3. Esses foram armazenados por 48 horas em
geladeira, dentro de uma vasilha contendo 4gua e cobrindo metade de sua extenséo,
a fim de evitar o inicio de uma possivel polimerizacao.

A polimerizagdo se deu posteriormente em frascos individualizados, onde
cada amostra foi removida dos cassetes nas garradas e colocadas em frascos ambar
de vidro com capacidade de 10 a 15 ml (a depender do tamanho do fragmento 6sseo).
A insercao dos frascos em estufa, sob temperatura de 36°C a 38°C, foi feita por um
periodo de 2 a 3 dias, até a completa polimerizacdo. Com a polimerizacao verificada,
a remocao dos blocos do frasco ambar foi obtida pelo uso de um instrumento contuso
para quebréa-los (Figura 7, a).

Os cortes a partir dos blocos de resina foram realizados a partir de uma
cortadeira de precisdo (Isomet 1000) e um disco diamantado com espessura de 15,2
cm X 0,5 mm a velocidade de 250 RPM, para aquisicdo de uma espessura final de
aproximadamente 100 um dos cortes (Figura 7, b). A obtencdo da espessura ideal e
o polimento e acabamento se deu pelo uso da maquina Exakt usando lixas de
gramatura 1200 ou 800, p6 de Pedra Pomes e Branco de Espanha. A limpeza desses
foi obtida em agua corrente e insercdo em cuba de ultrassom por 15 minutos.
Posteriormente os cortes foram montados em laminas, pelo uso de Verniz,

possibilitando a conseguinte analise em microscopia (Figura 7, c).
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Figura 7 - Processamento das amostras.
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a- Resultado da polimerizacéo final em MMA3 pela formacéo de blocos de resina contendo amostra
Ossea ja corada em Xylenol Orange. b- Corte do bloco de resina realizado a partir de cortadeira de
precisdo (Isomet 1000) obtendo os cortes histoldgicos com aproximadamente 100 um de espessura. c-
Montagem de laminas histologicas a partir dos cortes, pelo uso de Verniz, e devidamente identificadas
em caneta vermelha. Fonte: Producdo do préprio autor.

4.3.3 Analise histomorfométrica

Para andlise dos Mc em microscépio foi necessario treinamento dos
operadores para correta identificagdo desses, por essa razao laminas de estudo
contendo fragmentos ésseos de costela bovina advindas de material de descarte
foram utilizadas.

Concluido o treinamento, a avaliacdo das laminas se deu em sua totalidade,
abrangendo tanto areas corticais quanto trabeculares. A avaliagdo foi realizada por
dois operadores treinados de forma simultanea, ou seja, um operador manipulando o
microscopio e 0 segundo avaliando via camera acoplada em computador.
Inicialmente, cada lamina foi avaliada em microscopia de fluorescéncia (Figura 8, a),
utilizando as configuracdes padronizadas do Laboratério Multiusuéario de Estudos em
Biologia (LAMEB): filtro 2, Excitacdo (460 a 490 nm) e emissao (520nm), em um
aumento de 20x, para deteccdo de Mc. Ao identificar algum possivel microdano, uma
fotografia bidimensional foi obtida, e para confirmar a sua veracidade, a mesma regido
fora analisada em Mc de contraste de fase (Figura 8, b), também em um aumento de
20x, com captura de nova fotografia para comparacdo das imagens, além da
manipulagdo do micrometro do microscopio, a fim de verificar a veracidade do Mc
alternando a resolugdo para verificagdo em profundidade. No caso de duvida da
veracidade do Mc, os dois operadores entravam em consenso, seguindo os critérios
de Chapurlat e Delmas (2009), sendo eles: tamanho intermediario (maior que 0s
canaliculos dos ostedcitos e menor que 0s canais vasculares), bordas afiadas

circundadas por um halo brilhante, coloragcéo que atinja os planos mais profundos, e



35

guando mudar de foco fosse possivel identificar a profundidade (contraste de fase). A
fidelidade ao uso desses critérios, aliada a familiaridade com a histomorfometria
0ssea, impedia a identificacdo de artefatos como microdanos (Figura 9 a e b).
Confirmada a veracidade, a extensédo desse foi obtida imediatamente, em escala
micrométrica, com a segmentacao dele usando a insercdo de uma linha no esquema
ponto-a-ponto, para posterior nova fotografia contendo a mensuracéao.

Ao fim, toda a extensdo do microdano em micrébmetro era anotada em
planilhas do Excel, além do numero deles, para o calculo das medidas de extensao
total do microdano (Cr.Le) e da densidade de microdanos, que seria 0 numero total
dividido pela area 6ssea analisada (Cr.D).

O software ImageJ/FIJI foi a ferramenta operada para o calculo da area 6ssea
analisada. Imagens bidimensionais adquiridas em microscopia de luz em lupa
estereoscopica acoplada a uma camera possibilitaram o delineamento da area 6ssea
total analisada em cada lamina. Com o auxilio de uma lamina calibradora, pode-se
realizar uma escala a qual definisse os fatores para o célculo da area, e assim a
obtencdo da densidade 6ssea. Isso foi essencial na identificacdo da quantidade de

microcracks (Mc) por area (Cr.D;/mm2), como mostra a sequéncia da Figura 10.

Figura 8 — Analise em microscopia de fluorescéncia e contraste de fase de um
microdano verdadelro

a- Fotografia de possivel Microdano sob visualizagdo em microscopia de fluorescéncia, seguindo os
critérios de Chapurlat e Delmas (2009), em coloracdo alaranjada brilhante, com bordas afiladas. b-
Microscopia de contraste de fase confirmando a presenga do microdano, possivel de visualizagdo ao
mudar de foco. Fonte: Producéo do proprio autor.
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Figura 9 - Analise em microscopia de fluorescéncia e contraste de fase de um canal
Nno 0sso cortical.

a- Microscopia de fluorescéncia indicando a presenca de trajeto fluorescente em cor verde brilhante,
porém com bordas pouco definidas e néo afiladas, semelhante morfologicamente a um canal de
Havers. b- Microscopia de contraste de fase confirmando ndo se tratar de uma Mc, visto a morfologia
ndo afilada e a ndo continuidade em mudanca de foco. Fonte: Producéo do proprio autor.

Figura 10 — Processo de avaliacdo das imagens microscopicas para coleta dos
parametros de densidade de microdanos (Cr.D) e extensao do microdano (Cr.Le).
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a- Imagem bidimensional realizada a partir do uso de uma camera fotografica acoplada a microscépio
de luz, na qual foi possivel visualizacao da amostra 6éssea em toda sua extensdo e a sua delimitacédo
em software ImageJ para o célculo da &rea éssea analisada. b- Microscopia de fluorescéncia
evidenciando possivel presenca de Mc em coloragdo alaranjada brilhante, préxima a margem da
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cortical 6ssea, evidenciada pela seta vermelha. c- Microscopia de contraste de fase confirmando a
presenca de Mc linear, a qual era prevalente mesmo em mudanca de foco, como apontada pela seta
vermelha. d- Mensuragao do comprimento do microdano em pym que foi delimitado manualmente, com
um total de 318.7 um. Fonte: Producéo do préprio autor

Em suma, apo6s obtencdo dos dados adscritos, os parametros utilizados a
partir dessa analise foram: nimero de microdanos (microcracks) por area de tecido

0sseo analisado (Cr.D;/mm2) e tamanho dos microcracks em micrémetros (Cr.Le, um).

4.3.4 Analise estatistica

Todos os dados passaram por analise de distribuicdo de normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. A andlise
comparativa foi realizada em dois momentos: a) primeiro considerando os 3 grupos
(grupos C, B e M), realizada pelo teste de Kruskall-Wallis; b) segundo, considerando
0 agrupamento das lesfes benignas e malignas no grupo osso patologico (Pt), em
comparacao com controle, através do teste de Mann-Whitney. O teste de correlacéo
de Spearman foi utilizado para avaliar a correlacdo da idade com os achados dos

microdanos.
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S5RESULTADOS

Ao todo foram avaliadas amostras de 26 pacientes, sendo 8 do grupo controle
(5 do sexo feminino e 3 do sexo masculino) e 18 no grupo Pt (7 do sexo feminino e 11
do sexo masculino), subdivididos em 7 no subgrupo B (1 neoplasica e 6 cisticas) e 11
no M, sendo todas de CEC. Alguns fragmentos 0sseos obtidos foram incluidos em
mais de uma lamina, por isso, ao todo o numero de laminas analisadas foi de 55.

Na andlise qualitativa foi observada em sua maioria a presenca de 0Sso
cortical nas laminas analisadas, sendo que algumas delas também continham 0sso
trabecular. Foram encontrados microdanos em ambas as porcdes cortical e
trabecular, e todos esses eram do tipo de microfissuras lineares (também chamados
de microcracks). Na varredura das laminas, era visivel a impregnacao do corante
fluorescente nas superficies O0sseas, internas ou externas, ou seja, em qualquer
espaco aberto presente nos 0ssos, incluindo os sistemas Haversianos, canais de
Volkmann e nas superficies das trabéculas. Esta impregnacdo, em algumas vezes,
resultava na presenca de manchas em regides focais, que dificultavam a visualizacao
da lamina em totalidade. Ainda, a diferenciacdo dos microdanos para trincas de
artefatos de técnica incluiam a necessidade de manipulacdo no ajuste fino do
microscoépio, com a avaliacdo da sua existéncia em profundidade, o que foi possivel
de se observar em algumas amostras. A proximidade de microdanos com areas de
acumulo de corante exigia maior meticulosidade em relagcdo a avaliagdo, uma vez que
o brilho se encontrava intenso, e desta forma um consenso entre os dois operadores
em casos de duvida foi realizado. Algumas laminas mostraram maior nitidez e
resplandecéncia em relacdo a morfologia 6ssea e outras com aspectos menos
luminosos tiveram também maior dificuldade de avaliacdo. Laminas contendo
fragmentos 6sseos de menor area também em sua maioria apresentavam maior
resplandecéncia visto o acumulo de material corante em seu perimetro. Ja com
relacdo a visualizacdo em contraste de fase, o ajuste de balanco de branco se
mostrava necessario para a maioria das laminas, a fim de melhorar a nitidez e analise
da possibilidade de se identificar um microdano verdadeiro.

Na andlise quantitativa, a média do tamanho do microdano (Cr.Le) foi de
155,3+£88,57 para o grupo C, de 101,3+34,87 para o subgrupo B e de 208,4+149,3
para o subgrupo M. A média do valor de Cr.D foi de 0,05+0,08 para o C, de 0,02+0,03

para o B e de 0,03+0,05 para o M. Nao houve diferencga significante na comparacao
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de Cr.D entre os 3 grupos (p = 0,50, Figura 11a mostrando as medianas e Figura 12a
mostrando os valores individuais) e nem para Cr.Le (p = 0,23, Figura 11b mostrando

as medianas, e Figura 12b mostrando a distribuicdo dos valores individuais).

Figura 11 - Analise Comparativa - Unidade experimental: microdano.
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. a- Gréfico de colunas da densidade (Cr.D) de Mc entre os trés grupos, ndo significante (p 0,5), mas
visualmente indicando maior quantidade de danos por area no grupo C, representado pela coluna de
cor branca. b- Gréafico de colunas do tamanho dos microdanos lineares entre os trés grupos, nédo
significante (p 0,23), porém indicando uma tendéncia a maior extensao dos microdanos em 0sso
perilesional as lesdes malignas na coluna de coloragéo preta, e alto desvio padrdo. Fonte: Producao
do préprio autor.

Figura 12 - Anélise Comparativa - Unidade experimental: microdano.
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a- Gréfico da densidade de microdanos por lamina éssea analisada, permitindo andlise individual da
distribuicdo amostral em cada grupo, com o grupo controle e grupo de lesdes malignas apresentando
uma maior variabilidade entre as densidades, e o grupo das lesdes benignas valores mais semelhantes.
b- Gréfico da mensuragéo do microdanos dos trés grupos, permitindo analise da distribuigcao individual
amostral, e o maior valor de desvio padrdo para o grupo das leses malignas. Fonte: Producdo do
proprio autor

Agrupando os dois subgrupos B e M com 0sso perilesional no grupo Pt, em
comparacao com o grupo C a média de Cr.D foi de 0,08+0,07 para o grupo C e de
0,01+0,02 para Pt e a média de Cr.Le para o C foi de 166,3+72,91 e para o Pt foi de
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152,1+87,84. Houve diferenca significante entre os dois grupos para Cr.D (p = 0,009,
Figura 13b), com mediana de 0,081 (0,007; 0,16) para C e de 0 (0; 0,03) para Pt. Nao
houve significancia para Cr.Le (p 0,66) com mediana de 162,4 (102,7; 230,2) para C
e de 99,2 (83,05; 247,5). Na comparacao da idade considerando os grupos C e Pt,
houve diferenca significante (p = 0,005, Figura 13a mostrando as medianas) com

meédia de 30,13+14,9 anos para o grupo C e 48,94+15,3 anos para o grupo Pt.

Figura 13 - Analise comparativa - Unidade experimental: paciente
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. a- Gréfico de colunas da idade entre dois grupos, por paciente, demonstrando grupo acometido por
patologias em mandibula de maior idade, coluna cinza, em relacdo ao grupo de pacientes saudaveis,
coluna branca, (p 0,005). b- Gréfico de colunas da densidade de microdanos em Cr.D/ mmz, indicando
a maior densidade de microdanos em ossos mandibulares de pacientes saudaveis, (p 0,009). Fonte:
Produc¢éo do proprio autor.

A analise de correlacdo entre a idade e as varidveis de densidade e
mensuracdo do microdano dos grupos C e Pt ndo revelou nenhuma correlagéo

significante (Tabela 1).

Tabela 1 — Andlise de correlacéo entre a variavel idade com os parametros dos

microdanos
Dados Clinicos Microarquitetura do osso cortical
Cr.D (n/Area 0ssea em mm2) Cr.Le (micrometros)
Idade (anos) — Osso p 0,99 p0.13
Controle r 0,006 r0,71
Idade (anos) — Osso p0.53 p 0.40
perilesional r-015 r 0,56

Legenda: Teste de correlacdo de Spearman da variavel idade com os parametros de densidade e
extensdo do microdano. Cujos valores de p ndo foram significantes. E valores de r foram positivos com
excegdo da correlagdo entre a idade e a densidade do osso perilesional (Pt). Fonte produgéo do préprio
autor.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho visa contribuir para a literatura cientifica sobre os microdanos,
com foco no sistema estomatognatico, examinando como 0s microdanos 0sseos
podem influenciar o microambiente de desenvolvimento e progressdo das lesdes
bucomaxilofaciais. Compreender a dinamica dos microdanos podera, no futuro,
complementar o entendimento e a proposicdo de tratamentos mais eficazes para
pacientes com lesdes intradsseas ou periféricas aos 0ssos gnaticos, com o potencial
de reduzir a taxa de recidiva e melhorar a qualidade de vida dos pacientes, uma vez
gue estes podem realmente influenciar na remodelacao perilesional e das margens
cirargicas. O nosso estudo concentrou em coletas 0sseas que foram realizadas
exclusivamente em osso mandibular humano, em situagdes distintas de salde 6ssea
e em pacientes acometidos por lesbes bucomaxilofaciais. Buscou-se verificar a
presenca de microdanos nessas duas situacdes, assim como verificar a existéncia ou
ndo de relacdo entre a natureza da lesdo com os parametros de andlise dos
microdanos. Também foi examinada a correlacdo entre microdanos e a idade dos
pacientes. Os resultados foram ponderados tanto em uma perspectiva qualitativa
guanto quantitativa, com dados promissores de significancia.

Encontramos que o 0sso saudavel submetido as forcas mastigatérias
apresenta mais microdanos quando comparado ao 0sso na vizinhanca das lesoes,
aparentando néo ter relacdo com a natureza delas em benignas ou malignas, ou
mesmo, com a idade dos pacientes. A menor densidade de microdanos no 0sso
patolégico pode sugerir um comportamento de fragilidade dos materiais, pois a
dissipacdo da energia pode estar alterada com prejuizo a tenacidade éssea na
periferia das lesbes. Ainda, com menor numero de danos, talvez menos sinais para a
remodelacdo possam estar presentes nestas areas, comparando com 0 0SSO sobre
influéncia das for¢cas mastigatorias, encontrado no nosso grupo controle.

A avaliacdo da qualidade 6ssea é dependente de multifatores, como a massa
0ssea, a macro e microarquitetura e as propriedades dos materiais que o compde.
Isso é produto de uma organizacdo tecidual capaz de proporcionar caracteristicas
aparentemente contraditorias entre si, como a rigidez e flexibilidade, leveza e
resisténcia (Chavassieux et al., 2006). Entre os componentes de avaliacdo da
biomecanica do osso mandibular, o estudo dos microdanos é um dos preditores da

resisténcia Ossea, atuando como responsavel pela renovacdo, remodelacdo e
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regulacéo fisiologica (Francisquini, et al. 2020). Para seu estudo, a literatura apresenta
protocolos padronizados de avaliagdo a partir de microscopia de fluorescéncia
somado a de contraste de fase ou de luz polarizada, como eficiente técnica para
deteccdo de microfissuras lineares e comparacgéo entre dados como a densidade de
microdanos e a extenséo desses (Dominguez; Agnew, 2019).

Foi surpreendente observar que ossos saudaveis de pacientes jovens no
grupo controle apresentaram maior densidade de microdanos em comparagdo com
0ssos de pacientes mais velhos, que estavam acometidos por lesées. O acumulo
excessivo de microdanos € frequentemente associado a uma menor qualidade e
resisténcia 6ssea (Dominguez; Agnew, 2019) (Francisquini, et al. 2020). No entanto,
a situacdo avaliada ndo refletia uma situacdo de acumulo em uma condicdo
patolégica, e sim uma condi¢cdo fisiolégica com microdanos possivelmente
relacionados as for¢cas mastigatorias. Ainda sobre a idade, entendemos também que
outros fatores podem influenciar na questdo dos microdanos. Segundo o Manual da
AO (Arbeitsgemeinschaft fir Osteosynthesefragen/ Associacdo para o Estudo da
Fixacdo Interna, 2012), o osso mandibular € um compdsito comparavel com o
concreto reforcado com aco ou polimero reforcado com fibra, e sua microestrutura é
responsavel pelas caracteristicas mecanicas dos materiais que o compde,
funcionando como um feixe curvo no plano axial, sustentada pelos musculos e
articulacdes. Com o processo de envelhecimento, ha o enfraquecimento do aparelho
mastigador, com a reabsor¢cdo ou remodelacdo passiva sendo sobrejacente sobre a
aposicao 6ssea, por falta de estimulo mecéanico da oclusdo dental com as forcas dela
liberadas (Madeira et al., 2012). Somado a isso o0 acometimento deste 0sso por lesées
maxilofaciais também corrobora para o desuso do aparelho estomatognatico,
principalmente pelos sinais e sintomas gerados pelas patologias, como por exemplo
a dor relatada em les@es inflamatorias e infecciosas (Neville, et al., 2016).

A formacdo de microdanos € compreendida em termos de fadiga, e
dependentes de uma carga, portanto a maior densidade de microdanos em pacientes
jovens e saudaveis, cujo sistema estomatognatico € constantemente estimulado
durante a mastigacao, e a presenca de dentes em 0sso alveolar € capaz de transmitir
a forca mastigatoria para trajetérias de reforco 6sseo (Prein, Ehrenfeld, Manson.,
2012). Outra hipétese do que explicaria a menor densidade em 0sso perilesional, seria
em razdo da mudanca na estrutura tridimensional do osso mandibular pela presenca

de uma lesdo. Chavassieux, Seeman e Delmas (2006) atribuiam a heterogeneidade
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na orientacdo do colageno, densidade mineral do tecido e nimero de Osteons e linhas
cimentantes ao redor de cada um deles como responsaveis para a obstrucdo a
propagacéo de rachadura. Portanto, sugere-se que a interrupgao desta conformagéao
0ssea, pela presenca de uma regido atipica caracterizada por uma patologia presente,
poderia funcionar como um local de absorcdo da energia ou desvio das trajetorias
normal de distribuicdo da carga, com a consequente menor formacéao de microdanos.

Ainda, sabendo da semelhanca do osso com materiais técnicos e ao estudar
as propriedades de resisténcia dos materiais descritas por Hibbeler (2010), podemos
atribuir a menor formacdo de microdanos como um fator preocupante. Isso porque
qualquer material submetido a uma carga externa, tende a armazenar energia
internamente até um maximo possivel antes de uma falha estrutural. E sugere-se que
a menor formacédo de microdanos contribua a um comportamento de fragilidade do
0SS0, no qual pouco ou nenhum escoamento é visualizado antes da falha. Também,
essa menor densidade pressupde menos sinais para remodelacdo, contando que
menos microdanos levam a menos interrupcdo da comunicacdo dos ostedcitos, dessa
forma com menos sinais para a osteoclastogénese e atividade reabsortiva na para
remodelacéo 6ssea (Dooley, et al. 2011) no osso perilesional.

Mesmo sem significAncia na comparacéo, podemos observar que 0s maiores
danos em extensdo estavam no grupo M. Podemos sugerir que a provavel presenca
de danos com maior extensao em 0sso perilesional ao CEC poderia ser um facilitador
de progressao tumoral e talvez até suscetibilidade a fratura. Rabelo et al. (2018b)
avaliaram a cortical 6ssea mandibular em pacientes com CEC em duas areas: uma a
pelo menos 5 mm da interface osso/tumor e outra a 1,5 cm da primeira. Eles
observaram que a invasdo tumoral altera a microarquitetura mandibular, reduzindo a
anisotropia no primeiro grupo, embora ndo houvesse diferenca significativa na
densidade de microfissuras entre os grupos, e ndo foi avaliada da extensdo dos
microdanos. Em nosso estudo, comparamos pacientes com CEC a um grupo saudavel
e analisamos também a extensdo dos microdanos, que se mostrou tendencialmente
maior no 0sso proximo ao CEC, sugerindo que essa extensédo pode ser um preditor
de alteragdes na microarquitetura, complementando a menor anisotropia relatada por
Rabelo et al. (2018b).

Nosso estudo apresenta limitagdes, como a dificuldade da coleta de amostras
0sseas em mandibulas humanas, tanto no grupo dos pacientes saudaveis quanto de

pacientes acometidos por lesbes, com a formagao de um espago amostral menor e
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com maior desvio padrao. Outro desafio foi o processo de inclusdo das amostras em
resina, que precisa ser meticuloso e sistematico, além de depender de fatores
externos, como a disponibilidade continua de refrigeracdo para armazenamento das
amostras durante a etapa de processamento. Por fim, os cortes histologicos para
analise microscopica exigiram uma espessura ideal de 100 um ou menos, 0 que torna

as etapas de corte, acabamento e polimento bastante frageis e suscetiveis a falhas.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que existem microdanos no osso perilesional mandibular de
individuos com lesBes benignas ou malignas, e em individuos sem lesdes, no 0sso
em regides com influéncia das for¢cas mastigatorias. O niumero de microdanos lineares
€ maior no 0sso proximo aos dentes quando comparado ao 0sso perilesional de lesbes
centrais ou periféricas que tiveram o envolvimento mandibular. Parece ndo haver
influéncia da natureza da leséao, se benigna ou maligna, na quantidade ou tamanho
dos microdanos, e ndo existe relacdo entre a idade e os microdanos 0sseos nesta

amostra.
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE ODONTOLOGIA
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