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RESUMO 

Os osteócitos tem emergido como a principal chave reguladora da homeostase do 
esqueleto. O número destas células poderia ser influenciado pela presença de 
osteoporose e osteopenia. Por isto, o objetivo deste estudo foi avaliar a densidade 
osteocitária em pacientes com osteoporose em tratamento com alendronato e 
pacientes com osteopenia. Trinta e nove pacientes foram selecionados para este 
estudo e divididos em 3 grupos: (A) 9 pacientes saudáveis (controle), (B) 15 
pacientes com osteopenia, (C) 15 pacientes com osteoporose. Durante a cirurgia de 
instalação dos implantes na mandíbula, amostras de osso foram removidas por meio 
de uma trefina e fixados em formol a 10%. Depois disto, os fragmentos foram 
desidratados em álcool e fixados em resina para preparação das secções. Estas 
seções foram coradas com fucsina básica e azul de toluidina para realizar as 
análises histológicas de densidade óssea, mensurada como número de osteócitos 
por área de tecido ósseo (μm2). Os dados foram avaliados por meio do teste de 
Kruskal-Wallis. Pacientes com osteopenia mostraram valores estatísticamente 
maiores de densidade de osteócitos que pacientes com osteoporose. Não foram 
observadas diferenças estatísticas entre pacientes com osteopenia e osteoporose 
versus pacientes saudáveis. Foi observado que as doenças do metabolismo ósseo 
em estudo (osteoporose e osteopenia) não influenciam a densidade osteocitária.  

Palavras Chaves: Implantes dentários, Osteopenia, Osteoporose, Densidade 
osteositária, Bifosfonato, Alendronato. 



ABSTRACT 

Osteocytes have emerged as key regulators of skeletal and mineral homeostasis. 
The number of these cells could be influenced by the presence of osteoporosis and 
osteopenia. Hence, the aim this study was to evaluate the osteocyte density in 
patients with osteoporosis in treatment with alendronate and patients with 
osteopenia. Thirty-nine patients were selected for this study and divided into 3 
groups: (A) 9 healthy patients (control), (B) 15 patients with osteopenia, (C) 15 
patients with osteoporosis. During the surgical insertion of dental implants in the 
lower jaw, bone samples were retrieved using a trephine bur and inserted in packed 
in 10% buffered formalin. After this, the fragments were dehydrated in formalin and 
fixed in resin for the preparation of the sections. These sections were stained with 
basic fuchsin and toluidine blue and evaluated for counting of osteocytes/μm2 for 
histological analysis of osteocyte density, measured as number of osteocytes/bone 
tissue area (μm2). The data were evaluated by means of Kruskal-Wallis test. Patients 
with osteopenia showed statistically higher values of osteocyte density than patients 
with osteoporosis. No significant differences were detected between osteopenia and 
osteoporosis subjects vs healthy patients. It was observed that the bone metabolism 
diseases (osteoporosis and osteopenia), do not influence the osteocyte density. 
 
Key-Words: Dental Implants, Osteopenia, Osteoporosis, Osteocyte density, 
Bisphosphonate, Alendronate. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 Em condições normais o osso sofre um processo contínuo de remodelação 

para se adaptar à demanda do organismo por meio de um delicado equilíbrio entre 

reabsorção e formação que é realizado pelos osteoclastos e osteoblastos, 

respectivamente (Hesse et al., 2014). Entretanto com o avançar da idade o processo 

de reabsorção torna-se aumentado (Rodan e Martin, 2000). A Osteopenia e 

osteoporose são doenças que resultam de um nível de remodelação óssea 

desequilibrada (Harris et al., 1969), isto pode resultar na diminuição da densidade 

mineral e na alteração da microarquitetura óssea, tornando o osso mais susceptível 

à fraturas (Rachner et al., 2011). 

 A osteopenia é uma diminuição de massa óssea causada pela perda de 

cálcio, podendo ter, como consequência, a osteoporose. Contudo, o termo 

osteopenia nem sempre está associado a doença uma vez que pode haver 

indivíduos que naturalmente apresentam baixa densidade óssea (Karaguzel et al., 

2010). 

 A osteoporose é uma doença metabólica em que a quantidade de osso 

reabsorvido é maior que a de osso formado. Isto provoca um declínio constante no 

volume e qualidade óssea (Riggs et al, 2005). A osteoporose pode ser classificada 

como primária ou secundária. Osteoporose primária pode afetar ambos os sexos em 

todas as idades (Mullender et al., 2005). Ocorre com mais frequência em mulheres 

após a menopausa ou homens em idades avançadas. Osteoporose secundária é 

resultada do uso de medicações, ou de outras condições e doenças (NIH 

Consensus Statement, 2000). A causa mais comum do desenvolvimento da 

osteoporose secundária inclui o tratamento a longo prazo com terapia de 

glicocorticóide para artrites inflamatórias (como artrite reumatóide), hipogonadismo 

em homens, síndromes de má-absorção e hiperparatireoidismo primário (Polymeris 

et al., 2013). 

A osteoporose é uma doença emergente caracterizada por uma deficiência de 

massa óssea, e alteração da microarquitetura do tecido ósseo, o que aumenta a 

propensão de fraturas por fragilidade (NIH Consensus Development Panel on 

Osteoporosis Prevention Diagnosis, and Therapy, 2001). A densidade mineral óssea 

(DMO) pode ser avaliada pelo exame de absorciometria por duplo feixe de raios-x 
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(DXA) que pode constatar se um paciente apresenta a osteoporose (Rachner et al, 

2011). 

Cerca de 40% das mulheres caucasianas na pós-menopausa são afetadas 

pela osteoporose, e com o envelhecimento da população este número deverá 

aumentar de forma constante nos próximos anos (Melton et. Al, 1992). O risco de 

fratura em  um paciente com osteoporose é aumentada em 40%, e a maioria das 

fraturas ocorre na coluna vertebral, quadril ou pulso (Rachner et al, 2011). Além 

disto, outros ossos, tais como o úmero ou costelas podem também estar envolvidos 

(Center et. Al, 1999). 

Uma fratura, e a consequente perda de mobilidade e autonomia representam 

uma grande queda na qualidade de vida (Burge et. Al, 2007). Com isto, as fraturas 

osteoporóticas de quadril e coluna vertebral representam uma taxa de mortalidade 

superior a 20% em até 12 meses após a fratura, uma vez que necessitam de 

hospitalização e, posteriormente, aumentam o risco de desenvolvimento de outras 

complicações médicas, como pneumonia ou doença tromboembólica devido a 

imobilização crônica (Center et. Al, 1999).  

Como a perda óssea ocorre de forma insidiosa e é inicialmente um processo 

assintomático, a osteoporose é frequentemente diagnosticada apenas após a 

primeira fratura clínica ocorrer, consequentemente, a terapia é muitas vezes 

destinada a prevenir novas fraturas (Vestergaard et al, 2005). Por isso, é importante 

avaliar o risco de osteoporose no indivíduo com antecedência suficiente para evitar a 

primeira fratura (Rachner et al, 2011). Diretrizes nacionais e internacionais foram 

implementadas para lidar com a questão do rastreio de osteoporose baseada em 

evidências (Compston et. al, 2009). Vários fatores de risco, tais como idade, índice 

de massa corpórea, fraturas por fragilidade, história familiar de fraturas, o uso de 

glicocorticóides e tabagismo ativo deve ser levado em consideração (Kanis, 2002). 

A densidade óssea mineral é considerada um fator de risco que deve ser 

avaliada no contexto de idade, sexo, tabagismo, peso, história familiar e/ou fratura 

(Cummings et. al, 2002). Os fatores de risco mais frequentes para a osteoporose 

são: alto risco - Idade acima de 65 anos, deficiência de estrogênio, menopausa 

precoce fisiológica ou cirúrgica (<45 anos), fratura osteoporótica precoce, tratamento 

com corticosteróides, doenças endócrinas: hipertireoidismo, Hiperparatireoidismo, 

hipogonadismo masculino, fratura osteoporótica e baixo peso ao nascer. Risco 

moderado: - Menopausa fisiológica, baixa ingestão de cálcio, fumantes, alcoolismo, 
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Doenças osteopênicas: gastrointestinal (deficiência de absorção intestinal, 

ressecção intestinal, doença intestinal inflamatória, gastrectomia), doença hepática 

crônica, transplante, artrite reumatóide, insuficiência renal crônica, doença pulmonar 

obstrutiva crônica, diabetes mellitus. Drogas: Lítio, heparina, imunossupressores, 

medicamentos quimioterápicos e etc (Mellado-Valero et. al, 2010). 

Assim, a decisão de tratar ou não o paciente irá basear-se não só no 

resultado da densidade mas também nos fatores de risco (NIH Consensus 

Development Panel on Osteoporosis Prevention Diagnosis, and Therapy, 2001). Por 

um lado, usa-se o termo osteoporose primária para as situações em que a 

diminuição da massa óssea, pode ser explicada por alterações involutivas de 

envelhecimento, assim como as alterações hormonais da menopausa. Por outro 

lado, usa-se o conceito de osteoporose secundária para a causada ou enfatizada 

por outras doenças ou medicamentos (Stein et. al, 2002). 

Existem diferentes tratamentos para a osteoporose, todos destinados a 

reduzir o risco de fraturas. Assim, o estrógeno é utilizado no tratamento em mulheres 

na pós-menopausa. Moduladores seletivos dos receptores de estrogênio 

(especialmente raloxifeno), calcitonina, uma forma recombinante de paratormônio 

(teriparatida), ranelato de estrôncio e, especialmente, bifosfonados, são drogas 

amplamente utilizadas na prática clínica (Laroche, 2008) . 

 A mensuração da densidade mineral óssea é realizada pelo exame de 

absorciometria por duplo feixe de raios-x (DXA - dual energy X-ray absorptiometry) 

que é considerado o método mais adequado para o diagnóstico de alterações 

ósseas (como osteoporose e osteopenia) devido a sua alta precisão, e 

consequentemente pode ajudar na avaliação do risco de fratura óssea, uma vez que  

mostra o grau de densidade óssea, ou seja, quanto menor a densidade maior será o 

risco de acontecer uma fratura (Kim et al., 2014). Então, uma solução ideal, em 

termos de praticidade, custos e riscos, seria a adaptação de imagens com base no 

DXA. As imagens proporcionadas por este aparelho podem ser usadas para 

identificar fraturas vertebrais existentes (Bonnick, 2009), avaliar a geometria das 

costelas e para estimar a resistência femoral (Langton et. al, 2009). Além disso, uma 

medida que considera a distribuição mineral óssea no fêmur proximal, em vez de 

medir apenas a densidade óssea mineral, pode ser bem adequada para melhorar a 

avaliação de risco de fratura do quadril (Boehm et. al, 2007). Com isto, é realizada a 

avaliação da densidade óssea com uma unidade de medida chamada T-score. Por 
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meio desta, é possível avaliar se um paciente é osteopênico (-1 < T-score ≤ -2.5), 

osteoporótico (T-score ≤ -2.5) ou saudável (T -score ≥ -1) (Hanson, 1997; Looker et 

al. 1998; World Health Organ Tech Rep Ser., 1994). 

 Os meios de prevenção da osteoporose incluem o uso adequado de cálcio e 

vitamina D, atividade física, terapia hormonal de substituição, moduladores seletivos 

de receptor de estrógeno, e bifosfonados (Dervis, 2005). Fleisch et al. (1968) foi um 

dos primeiros autores a citar o bifosfonado como uma alternativa às terapias de 

substituição de hormônios na osteoporose. Tem sido mostrado que este fármaco 

reduz significativamente o risco de fratura (Liberman et al., 1995; Dillon et al., 2008). 

 Os bifosfonados, análogos não metabolizados de pirofosfato, são um grupo 

de fármacos que inibem a reabsorção óssea (Liberman et al., 1995; Dillon et al., 

2008). Eles agem sobre os osteoclastos, por meio da inibição e indução à apoptose 

(Dillon et al., 2008). Há importantes diferenças entre bifosfonados administrados por 

via intravenosa e aqueles tomados por via oral (Otomo-Corgel, 2012). Os 

bifosfonados intravenosos são utilizados para reduzir a dor óssea, hipercalcemia 

maligna, complicações ósseas sofridas por pacientes com doença de Paget ou 

mieloma e para o tratamento de metástase óssea derivada a partir de vários 

cânceres. Já o bifosfonado oral é utilizado para o tratamento da osteoporose, 

doença de Paget e da osteogênese imperfeita (Wang et al., 2007). 

 Um estudo realizado por Estilo et al. (2008) demonstrou que a duração da 

terapia com bifosfonados e um fator significativo que aumenta a probabilidade do 

aparecimento da osteonecrose.  Esta condição se refere a exposição de osso na 

mandíbula ou maxila persistindo por mais de 8 semanas em pacientes que já 

fizeram ou que fazem uso de bifosfonados e que não apresentaram história de 

terapia com radiação na região mandibular (Migliorati et al., 2005). 

 A associação entre o uso de bifosfonados e o desenvolvimento da 

osteonecrose não é necessariamente causalidade. As generalizações sobre esta 

relação complexa não podem ser feitas na base de um único relato (Wang et al., 

2007). Em pacientes submetidos ao tratamento intravenoso, há o aumento do risco 

de falha do implante e, provavelmente, a inserção do mesmo deve ser evitada 

(Wang et al., 2007). 
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Na última década, a patogênese da osteoporose tem sido ligada as reações 

teciduais, em níveis moleculares e celulares. Sinais que atuam como mediadores 

entre as células foram definidos como uma integração de vários estímulos 

mecânicos, endócrinos, neuroendócrinos e inflamatórios. A nível celular, a 

comunicação e o acoplamento entre os principais tipos de células de osso, os 

osteoblastos (responsável pela formação óssea) e os osteoclastos (responsáveis 

pela reabsorção óssea) constituem a menor unidade funcional do tecido ósseo. 

Várias moléculas conduzem e coordenam as atividades de osteoblastos e 

osteoclastos durante a remodelação óssea. O conhecimento detalhado das 

atividades moleculares e celulares criou um novo conceito de fisiopatologia óssea 

com alguns desses novos princípios encontrando seu caminho para a prática clínica 

(Rachner et al, 2011).  

 As atividades realizadas pelos osteoclastos e osteoblastos são orquestradas 

pelos osteócitos, estes são os tipos de células mais abundantes do tecido ósseo e 

que são responsáveis pela formação da rede de matriz mineralizada (Bonewald, 

2011), que é importante para a comunicação e o transporte de nutrientes entre as 

células ósseas (Busse et al., 2010). Além disto, existe um consenso de que os 

osteócitos desempenham um papel importante na tradução de estímulos mecânicos 

em sinais bioquímicos (Knothe Tate et al., 2004). Por isto, os osteócitos são 

considerados células ósseas mecanosensitivas responsáveis por ativar outras 

células ósseas para iniciar a atividade de remodelação em resposta a estímulos 

mecânicos (Cowin et al., 1991; Lanyon, 1993; Aarden et al., 1996; Knothe Tate et al., 

2004), desempenhando assim, um papel chave na regulação da remodelação óssea 

(Mullender et al, 1995; Bakker et al., 2004). As células ósseas de pacientes com 

osteoporose são debilitadas em sua resposta ao estresse mecânico, o que sugere 

que os sinais mecânicos são escassos na osteoporose (Sterck et al., 1998), levando 

a perda de massa óssea, como também ocorre em condições de falta de estímulo 

(Rodan, 1991). Isto tem como consequência a presença de qualidade óssea 

reduzida neste tipo de paciente (Parfitt, 1984; Kleerekoper et al. 1985). 

 A substituição de osso com microlesões, por exemplo, parece ocorrer em 

locais de apoptose de osteócitos, provavelmente relacionada a atenuação de sinais 

inibitórios enviados por estas células (Qiu et al., 2002). Além disto, as alterações no 

ambiente osteocitário resulta na liberação de fatores de crescimento e citocinas que 
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afetam os osteoblastos e osteoclastos (Vashishth et al., 2002). Por meio disto, é 

possível sugerir que o número de osteócitos ou a densidade de osteócitos está 

diretamente relacionada com a remodelação óssea (Barros et al., 2009). 

 Os receptores de estrógeno são abundantemente expressados em osteócitos 

(Batra et al. 2003). Esta expressão é menor nas células da linhagem dos 

osteoblastos. Isto indica que os osteócitos estão envolvidos na remodelação óssea 

mediada por estrógeno e pode ser uma explicação para a maior perda óssea em 

mulheres no período de pós-menopausa (Mullender et al., 2005). A densidade de 

osteócitos  é considerada um importante fator para verificar o resultado do processo 

de remodelação óssea, uma vez que é observada diferenças de densidade de 

osteócitos entre indivíduos saudáveis, com osteopenia e osteoporose (Qiu et al., 

2003; Hernandez et al., 2004). No osso trabecular da crista ilíaca, a densidade  de 

osteócitos diminui com o aumento da idade e é diferente entre indivíduos saudáveis 

e com osteoporose (Qui et al., 2003; Mullender et al., 1996). 

 A deficiência de osteócitos  pode contribuir para a fragilidade óssea, seja pela 

maior presença microlesões ósseas ou por reduzir o fluxo canalicular (Qui et al., 

2003; Burger et al., 2003). O número de osteócitos reflete o número de osteoblastos 

incorporados na matriz óssea uma vez que os osteoblastos são precursores de 

osteócitos (Parfitt, 1993; Dunstan et al., 1993). Assim os osteócitos representam a 

fase final de diferenciação dos osteoblastos. Esta diferenciação envolve uma 

reestruturação intracelular e do citoesqueleto destas células (Kalajzic et al, 2013). 

Uma redução no número de osteócitos no osso osteoporótico pode, portanto, estar 

relacionada com um decréscimo do número de osteoblastos disponíveis para 

incorporação na matriz. Tem sido sugerido que o recrutamento deficitário de 

osteoblastos e o decréscimo da maturação de pré-osteoblastos em osteoblastos são 

fatores que contribuem para a perda óssea relacionada a idade e à presença de 

osteoporose (Roholl et al., 1994; Parfitt et al.,1995;). 

 O estudo sobre osteócitos alcançou o campo da odontologia, sobretudo a 

implantodontia, concentrando-se principalmente no processo de osseointegração 

(Barros et al., 2009; Haga et al., 2011). O tecido ósseo deve satisfazer os 

determinantes físicos de força de todo o osso e para que isto aconteça o fator 

densidade óssea tem grande importância. Em outras palavras, o osso de suporte de 

carga em torno de implantes dentários deve ser mecanicamente e biologicamente 
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competente (Traini et al., 2013). Assim, o aumento do conhecimento da densidade 

de osteócitos pode contribuir para uma melhor compreensão da biologia óssea e 

como consequência facilitar a avaliação e tratamento tanto médico como 

odontológico de pacientes com osteoporose. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 O objetivo deste estudo prospectivo, histológico e histométrico controlado foi 

avaliar a densidade de osteócitos no osso mandibular em pacientes com 

osteoporose em tratamento com alendronato e pacientes com osteopenia. 
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ABSTRACT 

Objectives: Osteocytes have emerged as key regulators of skeletal and mineral 

homeostasis. The number of these cells could be influenced by the presence of 

osteoporosis and osteopenia. Hence, the aim this study was to evaluate the 

osteocyte density in osteopenic patients, and in patients with osteoporosis treated 

with bisphosphonates. 

Materials and Methods: Thirty-nine patients were selected for this study and divided 

into 3 groups: (A) 9 healthy patients (control), (B) 15 patients with osteopenia, (C) 15 

patients with osteoporosis. During the surgical insertion of dental implants in the 

lower jaw, bone samples were retrieved and processed for histological analysis of 

osteocyte density, measured as number of osteocytes/bone tissue area (μm2).  

Results: Patients with osteopenia showed statistically higher values of osteocyte 

density than patients with osteoporosis (p<0.05) No significant differences were 

detected between osteopenia and osteoporosis subjects vs healthy patients (p>0.05). 

Conclusions: Bone metabolism diseases (osteoporosis and osteopenia), do not 

seem to influence the osteocyte density; this could be due to the administration of 

bisphosphonates in osteoporotic patients. These informations could play a 

fundamental role in the diagnosis and treatment of patients in a postmenopausal 

stage. 

 

Key-Words: Dental Implants, Osteopenia, Osteoporosis, Osteocyte density. 
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INTRODUCTION 

Postmenopausal osteoporosis is a metabolic disease where a negative 

balance of bone turnover causes a steady decline of bone volume and quality (Riggs 

& Parfitt 2005), producing a 25% decrease of the total bone tissue (Consensus 

Development Conference on Osteoporosis 1993); as a consequence of the 

compromised integrity of the skeleton it predisposes to an increased risk of fractures. 

Osteopenia is considered a precursor of osteoporosis; this condition is characterized 

by a physiological decrease of bone mineral density between 10 and 25% from the 

physiological state (Consensus Development Conference on Osteoporosis 1993). 

Osteoporosis and osteopenia, induced in experimental animal model, before, after or 

simultaneously with dental implant placement, alter the process of osseointegration 

and produce a significant reduction in the bone-to-implant contact (Mellado-Valero et 

al. 2010).  However, previous histological evaluation on retrieved dental implants 

from human jaws from subjects with and without osteoporosis, demonstrated that, 

this metabolic diseases did not alter the osseointegration rates, at least after the 

initial healing period (Shibli et al. 2008). 

Bone tissue is characterized by a constant turnover in response to mechanical 

stimuli, such as loading, and osteocytes seem to play an essential role in bone 

mechanical adaptation to loading. The osteocyte network is also regarded as the 

main mechano-sensor mechanism of bone tissue (Price et al. 2011, You et al. 2000).   

Osteocyte density is the result of bone remodeling process (Qui et al. 2003, 

Hernandes et al. 2004), and it shows differences between healthy and osteoporotic 

subjects.   In healthy women, there is a significant inverse relationship between 

osteocyte density in superficial bone and bone formation rate (Qiu et al. 2002).  

Therefore, an alteration of osteocytes number or function could affect bone healing, 

remodelling and turnover, which are on turn regulated by osteoblasts, osteoclasts 

and, last but not least, osteocytes.    

Bisphosphonates (BPs) are non-metabolized analogues of pyrophosphate 

drugs, widely used as bone-stabilizers in the treatment of osseous metastases, 

osteoporosis and Paget’s disease due to their ability to inhibit osteoclast activity 

(Abuid et al. 2008). These medicaments have been shown to significantly reduce the 

risk of bone fracture (Dhillon & Lyseng-Williamson 2008). However, some studies 

suggested that high doses of BPs were directly cytotoxic to osteocytes and produce 
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cell death and necrosis (Allen & Burr 2008). 

The aim of the present prospective, controlled histological and 

histomorphometrical study was to evaluate the osteocyte density (number of 

osteocytes/bone tissue area -μm2) in healthy and osteopenic patients, and in patients 

with osteoporosis treated with bisphosphonates. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Study design 

A total of 45 post-menopausal women (mean age of 61.6 ±5.97 years) from 

435 patients were included in the present prospective study. The patients were 

referred at Oral Implantology Clinic, Guarulhos University, Guarulhos, SP, Brazil and 

performed the DXA test (Dual energy X- ray absorptiometry), in order to evaluate 

their bone density as function of T-score index (World Health Organization, 

Switzerland, 1994).  The patients were submitted to anamnesis (medical and dental 

history), intra-oral clinical examination and preoperative laboratory tests, including 

complete blood count, coagulation profile, blood glucose, serum calcium and 

creatinine.  

The inclusion criteria were: postmenopausal period; total edentulism in the 

mandible; at least 10mm of residual bone height and 5mm bone thickness for the 

implant installation determined after clinical examination using a thickness gauge, 

and osteoporotic patients in oral treatment with alendronate sodium MSD 70 mg 

(Fosamax, Merck Sharp & Dohme Pharmaceuticals Ltd. Campinas, SP). Exclusion 

criteria were: vascular diseases; chronic diseases such as rheumatoid arthritis and 

diabetes; smoking; chronic alcoholism; moderate or advanced chronic periodontal 

disease; diseases of the oral mucosa; use of glucocorticosteroids or other 

immunosuppressive drugs; history of radiotherapy in the head and neck region; 

insufficient availability of bone tissue to permit insertion of dental implants. 

The subjects were divided according their DXA test results into 3 groups: (A) 

control group, including 15 healthy patients (T -score ≥ -1); (B) test group 1, including 

15 patients with osteopenia (T -score -1 to -2.5); test group 2, including 15 patients 

with osteoporosis in treatment with alendronate for at least 1 year (T -score ≤ -2.5) 

(Hanson 1997; Looker et al. 1998). The protocol was approved by the Ethics 
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Committee in Research of Guarulhos University, SP, Brasil (protocol #147/2007), 

following the World Medical Association Declaration of Helsinki requirements and all 

the subjects signed a written informed consent form.   

 

Surgical phase 

Implant placement was performed only in the mandible. Briefly, after local 

anaesthesia, a full flap was elevated and implants were inserted. Bone cores were 

retrieved using a trephine bur (internal wide 2.0 mm) under copious irrigation, prior to 

the implants insertion. 

 

Histological processing 

All the specimens were washed in saline solution and immediately fixed in 10% 

buffered formalin.  The specimens were processed to obtain thin ground sections 

with the Precise 1 Automated System (Assing, Rome, Italy).  They were dehydrated 

in an ascending series of alcohol rinses and embedded in a glycolmethacrylate resin 

(Technovit 7200 VLC, Kulzer, Wehrheim, Germany).  After polymerization the 

specimens were sectioned, along their longitudinal axis, with a high-precision 

diamond disk at about 150 µm and ground down to about 30 µm with a specially 

designed grinding machine Exakt,System (EXAKT, Apparetebau GmbH, Germany).  

One slide was obtained for each specimen.  The slides were stained with acid 

fuchsin and toluidine blue (Piatelli et al. 1996).  Histomorphometry was carried out 

using a transmitted light microscope (Laborlux S, Leitz, Wetzlar, Germany) 

connected to a high-resolution video camera (3CCD, JVC KY-F55B, JVC®, 

Yokohama, Japan) and interfaced to a monitor and PC (Intel Pentium III 1200 MMX, 

Intel®, Santa Clara, CA, USA).  This optical system was associated with a digitizing 

pad (Matrix Vision GmbH, Oppenweiler, Germany) and a histometry software 

package with image capturing capabilities (Image-Pro Plus 4.5, Media Cybernetics 

Inc., Immagini & Computer Snc Milano, Italy).  Histomorphometric measurements 

(Piattelli et al. 2014, Barros et al. 2010, Shibli et al. 2010) were conducted at 200x; 

osteocytes density was obtained using the ratio of the osteocyts number, counted 

manually for each specimen in 10 different fields, to the bone tissue area (μm2), with 

the above-mentioned software package (Fig. 1). 
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Fig. 1. To determine the osteocyte density, the bone area was delineated (green 

line), and the osteocytes (yellow points) were counted at 200x magnification in slides 

stained with acid fuchsin and toluidine blue. a) Full sample at 40x magnification of; b) 

Sample analyzed at 200x magnification.  

 

Statistical analysis 

The data were evaluated by means of Kruskal-Wallis test (Kruskal & Wallis 

1952); differences among groups were assessed by Dunn’s Multiple Comparisons 

Test (Dunn 1961). Statistical significance was set to p<0.05. All the data are 

presented as means + / - standard deviation (SD). 
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RESULTS  

 A total of 45 bone samples were taken: 15 samples from control group; 15 

samples from osteopenia group and 15 samples from osteoporosis group. Six out 15 

samples from control group were not processed for ground section due to insufficient 

amount of bone. Therefore, 39 bone samples were evaluated for osteocyte index. 

 Table 1 shows the osteocyte density of the evaluated groups. The highest 

osteocyte density value was observed in patients with osteopenia (p< 0.05; Group B), 

followed by healthy and osteoporotic subjects (groups A and C respectively).   No 

significant differences were detected between osteopenia and osteoporosis group vs 

control patients (p>0.05). 

 

Fig. 2. Osteocyte density for the 3 different groups presented as mean + / - standard 

deviation. 
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Table. 1. Comparison of osteocyte density among the study groups - Kruskal-Wallis 

test followed by Dunn’s Multiple Comparisons Test  (p<0.005). 

  

Groups Control 

(n=9) 

Osteopenia* 

(n=15) 

Osteoporosis 

(n=15) 

Mean 0.004367 0.005387 0.004047 

SD 0.00049 0.001273 0.00184 

Range 0.0038 – 0.0051 0.0035 – 0.0076 0.0010 – 0.0084 

GROUP A – Control; GROUP B – Osteopenia; GROUP C - Osteoporosis 

*Statistic significant; Osteopenia > Control=Osteoporosis 

 

DISCUSSION 

 The results of the present study showed no differences in terms of osteocyte 

density in healthy patients when compared to osteoporosis.  This fact could be 

related for osteoporotic patient with the use of bisphosphonates (alendronate), that 

play a key role in the inhibition of osteoclasts and in the preservation of bone matrix 

(Dhillon & Lyseng-Williamson 2008; Liberman et al. 1995), while for the patients with 

osteopenia the number of osteocytes was higher because the bone turnover is 

increased to compensate for bone loss (Fujiwara et al., 2014), since they did not use 

alendronates.  

Similar results were observed in a ovariectomized rats where both osteocyte 

lacunar size and osteocyte density were altered in newly-formed bone after 

antiresorptive and anabolic pharmaceutical treatment (Tommasini et al. 2012).  In the 

other hand, Mullender et al. (2005) compared the osteocyte density from iliac crest 

bone in four groups of subjects: osteoporotic male, osteoporotic female, control male, 

and control female.  It was observed that the osteocyte density was higher in healthy 

females than in healthy males and lower in osteoporotic females than in healthy 

females.  These results were not observed in our study, since patients with 

osteoporosis presented the same osteocyte density than healthy patients, probably 
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because osteoporotic patients included in the present study had used 

bisphosphonates, as described before. 

Osteocytes were shown to be necessary to maintain bone mass in response 

to normal load (Bonewald & Johnson 2008), and, probably, their presence could be 

associated with the ability of bone to efficiently remodel, maintain normal levels of 

mineralization, and repair accumulated microdamages (Ma et al 2008).  A minimum 

number of osteocytes seemed to be essential for their operational network 

(Vashishth et al. 2000).  The osteocyte canaliculi arrived at the marrow spaces and 

were be able to recruit osteoclast precursors or induce mesenchymal stem cells 

differentiation (Power et al. 2002).  In addition, some studies (Allen & Burr 2008; Huja 

et al. 2009) suggested that high doses of bisphosphonates were directly cytotoxic to 

the osteocytes and produced cell death and necrosis.  A previous animal study (Huja 

et al. 2009) evaluated the effects of zoledronic acid, a commonly used 

bisphosphonate in the treatment of bone metastases, on bone resorption.  It was 

observed that this drug suppressed bone formation without causing osteocyte death.  

This could explain the high number of osteocytes in patients with osteoporosis 

observed in our study, without any significant differences when compared to the 

control group. 

Finally, data obtained from retrieved bone cores from human mandibles could 

represent more authentic information of jawbone than those obtained elsewhere 

(Mullender et al. 2005). Hence, the present results could be clinically useful in the 

diagnosis and treatment of postmenopausal jawbone loss and, in addition, in the 

planning of implant-prostheses rehabilitations in these patients. 

 

CONCLUSION 

 Bone metabolism diseases (osteoporosis), do not seem to influence the osteocyte 

density; this may be due to the administration of bisphosphonates in osteoporotic 

patients. This information could play a fundamental role in the diagnosis and 

treatment of patients in a postmenopausal stage. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A presença de osteócitos tem fundamental importância no processo de 

controle da reabsorção da matriz óssea, uma vez que estas células tem a 

capacidade de ativar outras células ósseas para iniciar a atividade de remodelação 

em resposta a estímulos mecânicos (PALUMBO et al., 1990). Foi demonstrado que 

a diminuição da densidade de osteócitos no osso cortical humano está associada 

com o acúmulo de microfissuras e aumento da porosidade com a idade. A presença 

de microfraturas induz a interrupção do fluxo de fluido, a perda de nutrição, hipóxia, 

desprendimento de osteócitos da matriz extracelular e a apoptose de osteócitos. 

Todos esses fatores contribuem para a remodelação óssea, porém se estiverem 

presentes de forma exacerbada podem dificultar a cicatrização óssea (Bakker et al., 

2004). Pacientes com osteoporose mostram um processo de remodelação óssea 

reduzida e arquitetura óssea alterada; e os resultados são consistentes em relação a 

função prejudicada dos osteoblastos em pacientes com osteoporose (Mullender et 

al., 2005). A osseointegração, que é medida pelo percentual de contato entre a 

superfície do implante e o osso, pode ser afetada não só pelas características do 

implante e do procedimento cirúrgico, mas também pelas variáveis dependentes do 

paciente que podem afetar a quantidade e a qualidade do osso (Mellado-Valero et 

al., 2010). Para alcançar a osseointegração de implantes é necessário garantir a sua 

estabilidade primária adequada (Mellado-Valero et al., 2010). Assim, a osteoporose, 

caracterizada pela perda de massa óssea, alteração da microestrutura e da redução 

da capacidade de regeneração do osso, é considerada um possível  fator de risco 

para a colocação de implantes dentários (Lugero et al., 2000). Por outro lado, August 

et al. (2001) verificaram que a ausência de estrógeno no período de pós-menopausa 

pode ter um impacto sobre a cicatrização do implante na maxila, mas não na 

mandíbula. Giro et al. (2011) demonstraram que a deficiência de estrógeno não deve 

ser considerada um fator de risco para osseointegração do implante em osso 

mandibular. Entretanto, Giro et al. (2010), em um estudo realizado em 

camundongos, concluíram que a deficiência de estrógeno exerce uma influência 

negativa sobre o tecido ósseo ao redor de implantes, enquanto que a terapia de 

reposição de estrógeno e alendronato são eficazes contra a deficiência de qualidade 

óssea. Um estudo realizado por Duarte et al. (2005)  mostrou que o alendronato 
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pode impedir a influência da deficiência de estrógeno sobre a cicatrização óssea ao 

redor de implantes de titânio. Além disso, Yildiz et al. (2010) verificou que o uso de 

bifosfonado melhora a osseointegração de implantes em coelhos com deficiência de 

estrógeno. Em um estudo in camundongos realizado por Du et al. (2014) em que 

utilizaram microscopia eletrônica de varredura para verificar a presença de células 

que estão em contato com a superfície do implante dentário. Foi demonstrado a 

ancoragem direta de osteócitos por meio de  dendritos na superfície do implante de 

titânio. Isso sugere um importante papel regulador dos osteócitos e da sua rede 

lacunar-canalicular na manutenção da osseointegração de longo prazo. Então se 

fizer uma comparação deste estudo com a presente pesquisa, o número de 

osteócitos encontrados em pacientes com osteoporose poderá favorecer a 

manutenção da osseointegração. Por fim, no estudo realizado, foi verificado que as 

doenças do metabolismo ósseo (osteoporose e osteopenia), não tem influência 

sobre a densidade de osteócitos, este fato pode ser devido à administração de 

bifosfonados em pacientes com osteoporose. Esta informação pode ter um papel 

fundamental no diagnóstico e tratamento de pacientes em fase de pós-menopausa, 

o que pode melhorar o prognóstico no tratamento médico / odontológico 

principalmente no campo da implantodontia. 
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6. ANEXOS  

6.1. COMPROVANTE DE APROVAÇÃO DO ARTIGO PELA REVISTA 

 



 

6.2. COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

 


