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RESUMO

O uso de pequenos roedores em estudos para investigacdo de eventos aplicados a
salude humana ja se encontra estabelecido, principalmente com o auxilio dos
camundongos. A variedade de linhagens disponiveis nos permite selecionar o animal
adequado para determinado alvo de estudo. Deste modo, o presente estudo teve
como objetivo caracterizar o processo de reparo 6sseo alveolar de trés linhagens de
camundongos, 129Sv/Ev, C57BL/6J e BALBI/c, devido as diferencas na capacidade
de resposta inflamatoria. Para tanto, foram utilizados 60 camundongos (n=20 para
cada linhagem) machos, com idade de 12 semanas, 0s quais foram submetidos a
exodontia do incisivo superior direito. Apos 7 e 30 dias, os animais foram submetidos
a eutanasia e suas maxilas com os alvéolos em reparacao removidas para analises
histopatolégica descritiva e histomorfométrica, imuno-histoquimica e analise de
birrefringéncia. Apesar da reparacdo satisfatéria de todos os alvéolos, a
histomorfometria revelou um aumento significativo de matriz 6ssea nos animais
129Sv/Ev apdés 30 dias, comparando-se com os C57BI/6J e BALB/c. A
imunomarcacao para TGF-B revelou-se aumentada nos animais C57BI/6J e BALB/c
aos 7 dias em relacdo ao 129Sv/Ev. De modo geral, o grupo C57BI/6J revelou
aumento significativo do nimero de células iINOS+. No entanto, considerando-se 0s
leucdcitos positivos, os BALB/c apresentaram maior numero destas células ao final do
reparo. Com relacdo ao TRAP, observou-se maior numero de células positivas nos
animais 129Sv/Ev em relacdo aos BALB/c aos 7 dias. Nao foram detectadas
diferencas significativas entre os grupos com relacéo aos anticorpos RANKL, RUNX-
2 e COX-2. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que ha diferencas no
perfil inflamatério durante o curso de reparo intramembranoso alveolar entre as
linhagens de camundongos estudadas que interferem tanto na resposta inflamatoria
esperada do modelo experimental, assim como na quantidade, porém, ndo na

qgualidade da matriz 6ssea formada no final do reparo.

Palavras-chave: Camundongos. Inflamacao. Modelo animal. Reparo alveolar.
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ABSTRACT

The use of small rodents for the investigation of the events correlated with human
health is already established, especially when it comes on mice. The variety of
available strain enables us to choose the adequate animal model for a specific
research theme. Thus, the present study aimed to characterize the dental socket
healing process of three different mice breeds, 129Sv/Ev, C57BI/6J, and BALBI/c,
considering their differences in inflammatory response. Sixty male mice were used
(n=20 for each breed), 12 weeks old, and underwent tooth extraction procedure for the
removal of the upper right incisor. After 7, and 30 days post-operatory, they were
euthanized and their maxillae with the healing sockets were removed for histology,
histomorphometry, immunohistochemistry, and birefringence analysis. Besides the
satisfactory repair of all dental sockets, histomorphometry revealed a significant
increase of bone matrix in the 129Sv/Ev after 30 days, when compared with C57BIl/6J
and BALB/c. Immunolabeling for TGF-B was increased in the C57BI/6J and BALB/c
mice at day 7, in comparison to the 129Sv/Ev. In general, C57BI/6Jrevealed increased
number of INOS+ cells. However, considering the INOS+ leukocytes, BALB/c
presented the higher number of these cells at the end of the healing process. As for
TRAP, higher number of positive cells was observed in 129Sv/Ev when compared with
BALB/c at day 7. No significant differences were detected among the groups
considering RANKL, RUNX-2, and COX-2. Birefringence analysis did not revealed
significant difference among the groups, as well. From these results, it was concluded
that there are differences considering the inflammatory profile among the breeds,
during the intramembranous socket healing, which interfere in the inflammatory
response of the experimental model, as well as in its intensity, but not in the quality of

the bone matrix at the end of the healing process.

Key words: Mice. Inflammation. Animal model. Alveolar repair.
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1 Introducéao




1 INTRODUGAO

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo especializado que se dispde
formando os ossos, estruturas rigidas e resistentes que formam o esqueleto,
apresentando as funcdes de suporte, protecdo, locomocdo, bem como reserva de
constituintes minerais (célcio, fosfato e outros ions). Esta capacidade multifuncional
relaciona-se diretamente com as caracteristicas da sua matriz mineralizada, cuja
integridade € mantida pela atividade coordenada de células 6sseas especializadas —
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os osteoblastos sdo células 6sseas mononucleadas de origem
mesenquimal (CERRI, 2005), que revestem a superficie da matriz déssea e
apresentam como funcdes: secretar a matriz 0ssea organica, regular sua
biomineralizac&o, o recrutamento, diferenciagéo e ativacédo dos osteoclastos. No final
da fase de formacédo Gssea, 0s osteoblastos podem passar a um estado quiescente e
permanecerem na superficie da matriz como células de revestimento, ou sofrem
apoptose, ou mesmo serem incorporados a matriz como ostedcitos (MANOLAGAS,
2000; DALLAS, BONEWALD, 2010; BIANCO, SACCHETTI, RIMINUCCI, 2011).

Seguindo a caracterizacdo das células 0sseas, temos 0s ostedcitos, que
sdo células de morfologia eliptica e que possuem diversos prolongamentos
citoplasmaticos, situados no interior de pequenos canais denominados canaliculos
0sseos (COLOPY, 2004). Sao considerados células bastante versateis que podem
regular a mineraliza¢do da matriz logo apds a sua incorporacdo na mesma, e quando
totalmente diferenciados, remodelar a matriz perilacunar, captar estimulos
mecanosensoriais e coordenar processos de remodelacdo 6ssea por meio de sinais
bioguimicos e moleculares transmitidos a osteoblastos e osteoclastos (ERIKSEN,
2010; DALLAS; PRIDEAUX; BONEWALD, 2013).

Os osteoclastos, por sua vez, sdo células gigantes, de origem
hematopoiética, derivadas de progenitores da linhagem de macrofagos e
responsaveis pela reabsorcdo O0ssea (GARTNER; HIATT, 2007). Diferente dos

osteoblastos que séo células formadoras da matriz 0ssea, 0s osteoclastos



apresentam como funcéo principal a reabsor¢édo do tecido 6sseo, o0 que é alcancado
a partir de sua capacidade de secrecao de acido (ions H+), colagenase e outras
enzimas que atuam localmente digerindo a matriz organica e dissolvendo os cristais
de sais de calcio (GARLET., et al. 2006).

A matriz éssea é constituida por uma porcao organica e inorganica. O
coladgeno tipo | é responséavel por compor 90% da porgéo organica, e 0os outros 10% é
composto por uma grande quantidade de proteinas nao-colagenosas, como as
proteinas Osseas morfogenéticas (BMPs), osteocalcina (OCN), osteonectina,
osteopontina, sialoproteina 0ssea e proteocliganas. Essas proteinas de carater nao
colagenoso sdo responsaveis pela maturacdo e mineralizacdo da matriz e podem
atuar na regulacdo da atividade funcional das células 6sseas (VIEIRA, 2013). J4 a
parte inorganica da matriz 0ssea € composta pelos cristais de hidroxiapatita
(Cai10(POa4)s(OH)2) depositados nas fibrilas colagenas (TSIRIDIS et al., 2005;
HADJIDAKIS, ANDROULAKIS, 2006).

Apresentando as mesmas caracteristicas morfoldgicas, composicao celular
e aspectos moleculares, o tecido 6sseo de maior importancia aos estudos da area
odontoldgica, é o tecido 6sseo alveolar. O 0sso alveolar € uma estrutura de suporte
dos dentes e que se desenvolve em conjunto com o processo de erup¢ao. Entre os
tecidos Osseos especializados, 0 o0sso alveolar € caracterizado por suas
peculiaridades, tais como: a remodelacdo continua respondendo rapidamente aos
estimulos fornecidos pelos dentes e forcas relacionadas, e o constante desafio

microbiano caracteristico do ambiente bucal (VIEIRA, 2013).

O osso é um dos poucos 6rgdos que possui alto grau de regeneracéo ainda
na fase adulta, devido a sua capacidade de remodelagcdo. Mesmo na cavidade oral, o
tecido 0sseo estd em constante renovacao. No caso de uma extracdo dentaria, o
reparo 0sseo alveolar envolve processo complexo e sequenciado que engloba
diversas células e tecidos, de forma que a regido onde havia o dente fique preenchida
com tecido 6sseo (TSIRIDIS; UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007; LIN et al., 2011,
VIEIRA, 2013; BIGUETTI, 2014). Diante de uma leséo tecidual, ocorre uma resposta

inflamatoria e imune com a finalidade de restaurar a homeostase alterada, o que indica



um papel fundamental das células e fatores do sistema imunolégico no processo de

reparo.

Em condicbes homeostaticas de reparo, ocorre a instalacdo de um
processo inflamatorio moderado e transitério, que diminui a medida que 0 processo
de reparo progride com a formacdo de um tecido de granulacéo, diferenciacdo de
células Osseas e producdo de matriz mineralizada, resultando na completa
neoformagéo 6ssea (CARDOSO et al., 2010; VIEIRA, 2013; BIGUETTI, 2014). Mesmo
em condicbes consideradas nao-infecciosas, mecanismos inflamatérios sao
extremamente importantes no processo de reparo 6sseo, e acredita-se que esses
mecanismos atuem de forma decisiva no processo de angiogénese, formacéo e
remocdo do tecido de granulacdo e na subsequente formacdo do tecido Osseo
(CARANO; FILVAROFF, 2003; CARDOSO, 2009; KANCZLER; OREFFO, 2008;
KANYAMA et al., 2003; POLETI, 2009; RODRIGUES, 2007).

Sabe-se, portanto, que apos uma leséo, serd desencadeada uma complexa
série de processos estritamente organizados e concomitantes, de modo temporario,
com o objetivo de restaurar a integridade do tecido envolvido (MILORO, 2008). Dessa
forma, o processo de cicatrizacdo de um tecido pode ser dividido em trés fases
distintas e simultaneas: inflamatoria, proliferativa e remodelacdo (CLARK, 1993;
STEED, 2003).

Os acontecimentos imediatos a exodontia sdo deflagrados na fase
denominada inflamatéria. Instantaneamente ap6s o ato cirdrgico ocorre a
vasoconstricdo, com o objetivo de reduzir a perda sanguinea (MILORO, 2008). Neste
momento, havera a ativacéo do fator de Hageman (fator XllI), o qual iniciara a cascata
do processo de cicatrizagdo, e também iniciara o evento decisivo para o adequado
reparo no defeito 0sseo, a agregacdo plaquetaria, processo que resultara no
estabelecimento do coagulo sanguineo. Fisiologicamente, o coagulo organizado serve
como arcabouco provisério para invasdo de células constitutivas, leucocitos e novos
capilares sanguineos, e também contribui para a liberacdo de diversos fatores de
crescimento e citocinas, oriundos de plaquetas ativadas, o que facilita o
estabelecimento do tecido de granulacao e do processo inflamatorio (NURDEN, 2011,

BURNOUF et al.,, 2013). Posteriormente a hemostasia, a vasoconstricdo sera



substituida por uma vasodilatacdo e havera, também, neste momento, o aumento da
permeabilidade vascular, evento, o qual, permitird que o plasma sanguineo e outros
mediadores celulares de cicatrizacao atravessem as paredes do vaso e ocupem 0
espaco extravascular. Nesta fase, acontecera a liberacdo de citocinas responséaveis
pela producéo de sinais quimiotaticos que recrutardo, de modo sequencial, neutrofilos
e monacitos para o local da lesdo. As citocinas liberadas pelos neutrdfilos (fator de
necrose tumoral — TNF-a — e interleucinas) estimulardo a resposta inflamatoria
(WERNER, 2003).

As citocinas e os fatores de crescimento que foram secretados na fase
inflamatoéria estimulardo as fases de proliferacdo posteriormente a ela (NIESLER,
FERGUSON, 2001). Esta fase é caracterizada pela formacgéo de tecido granulacao
com células inflamatorias, fibroblastos e vasos sanguineos em franco
desenvolvimento sobre uma matriz frouxa. Os fibroblastos comecarao a sintetizar uma
nova matriz extracelular e coldgenos imaturos do tipo I, formando um arcabouco de
fibras colagenas que servirdo de suporte aos novos vasos sanguineos formados,

estes, 0s quais, garantirdo o suprimento sanguineo da lesao (MILORO, 2008).

A fase de proliferacdo sera substituida progressivamente por um periodo
de remodelacdo e mineralizacdo do tecido cicatricial imaturo. Apos a diminuicdo da
demanda metabdlica da leséo, a alta rede de capilares comeca a regredir. Por acao
de citocinas e fatores de crescimento, ocorre a degradacéo da matriz de colageno,
gue serd ressintetizada, reorganizada e estabilizada por meio de ligacdo molecular
cruzada. Este tecido de granulacdo € eventualmente substituido por tecido 6sseo
recém-formado e, finalmente, por osso lamelar e medula 6ssea, em maior grau de
mineralizacao (LIN et al., 2011). Existe, em nivel molecular, fatores que determinarao
a osteogénese deste tecido de granulagdo, como a expressdo das BMPs
(FRASNCESCHI, 2005).

Diversos estudos demonstram que o controle do metabolismo 6sseo é
influenciado por fatores locais e sistémicos, com destaque para a recente associacao
do sistema imunologico com o sistema esquelético, area que foi denominada
osteoimunologia. (BEHL et al., 2008; DATTA et al., 2008; HERMAN; KRONKE;
SCHETT, 2008; LORENzZO; HOROWITZ; CHOI, 2008; RAUNER; SIPOS;
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PIETSCHMANN, 2007; TAKAYANAGI, 2005). Diante deste fator, torna-se
imprescindivel novas pesquisas que visem estabelecer esta intima relagcdo do
processo de reparo 6sseo, em regido de alvéolo dentario, com o perfil inflamatério

estabelecido no organismo em questao.

Mais importante que saber a relacdo do processo de reparo com a resposta
inflamatoria, é entender que seres vivos de uma mesma espécie podem apresentar
respostas, com caracteristicas, em nivel celular e molecular, diferentes. E € embasado
nesta perspectiva, que se julga importante, a comunidade cientifica, o
estabelecimento de uma analise comparativa da resposta inflamatéria nos modelos
experimentais mais utilizados por ela: os camundongos. Estes sdo os animais de
escolha na maioria dos estudos com objetivo de se analisar o processo de reparo
0sseo alveolar, tornando-se, portanto, imprescindivel determinar, com precisdo, o

perfil inflamatério e se ele difere entre as linhagens mais conhecidas destes modelos.

No que concerne a odontologia, a sua utilizacdo muito contribui para o
entendimento como um todo deste segmento, com investigacées que vao desde os
estudos acerca da biocompatibilidade de materiais até a interferéncia de condicbes
sistémicas especificas nos processos de reparacdo tecidual. Em meio as varias
espécies que podem ser utilizadas nos experimentos de cunho cientifico, os pequenos
roedores sdo 0s mais utilizados pelo seu facil manuseio, alta performance reprodutiva,
baixo custo e por apresentarem-se anatdbmica e fisiologicamente semelhantes a
espécie humana (FOSTER et al., 1982). Deste modo, destacam-se os camundongos
que, historicamente tem contribuido de maneira importante para o progresso da
saude, uma vez que estes desenvolvem basicamente as mesmas patologias que 0s
humanos com as mesmas susceptibilidades genéticas, encontram-se disponiveis em
linhagens distintas, o que confere uma maior possibilidade de aplicacGes para as
varias areas do conhecimento da saude, e além disso podem ser manipulados

geneticamente.

Para o estudo do reparo do tecido 0sseo, especificamente reparo 0sseo
alveolar, importante tema na odontologia, varias linhagens séo utilizadas para este
fim. Dentre elas, destacam-se o C57BL/6J (VIEIRA ET AL., 2015; AVIVI-ARBER et
al., 2018; BIGUETTI et al., 2018) e em menor frequéncia, o 129Sv/Ev (BIGUETTI et
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al., 2019). Apesar da existéncia de estudos sobre reparacédo 6ssea com animais da
linhagem BALB/c (SINGH et al., 2017), a auséncia de pesquisas de cunho cientifico
que analisem o processo de reparacdo 0ssea alveolar neste modelo confirmam a
importancia da investigacdo das caracteristicas desses individuos relacionados ao
tema proposto, uma vez que ainda ha uma tendéncia a se realizar analises
comparativas entre resultados de metodologias similares, sem se considerar o modelo

animal utilizado.

Neste contexto, torna-se interessante realizar estudo descritivo e
comparativo entre diferentes linhagens no modelo de exodontia, com o objetivo de
chamar a atencao dos pesquisadores que utilizam este modelo da necessidade de se
atentar para as linhagens utilizadas a fim de se interpretar os resultados obtidos sob

a luz das particularidades de cada uma delas.
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2 Proposicao
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2 PROPOSICAO

Analisar e caracterizar o processo de reparo 0sseo alveolar apds o
procedimento cirdrgico de exodontia do incisivo superior direito em camundongos

machos de trés diferentes linhagens experimentais: 129Sv/Ev, C57BI/6J e BALB/c.
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3 Materiais e Métodos
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3 Materiais e métodos

3.1 Modelo experimental

Para a presente pesquisa, foram utilizados 60 camundongos das linhagens
C57BI/6, 129/Sv e BALB/c, machos, com idade entre 12 e 16 semanas, peso medio
de 28 gramas (C57BI/6, 129/Sv) e 40 gramas (BALB/c), para serem divididos em trés
grupos distintos e analisados em dois periodos experimentais (n=10 por grupo para
os periodos de 7 e 30 dias). Todos os animais foram mantidos sob condi¢bes
controladas de temperatura (22 + 2°C), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro,
recebendo agua a vontade e racdo sélida (Racédo Ativada Produtor - Anderson &
Clayton S.A.) sem restricdo, com excecdo dos trés primeiros dias apdés exodontia,
guando a racao foi oferecida triturada ou pastosa. O presente projeto foi encaminhado
e aceito pelo comité de ética em pesquisa em animais da FOA/UNESP, seguindo-se
as normas vigentes pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), sob protocolo numero 443/2020.

3.2 Procedimento cirurgico

Inicialmente os animais foram submetidos a sedacdo profunda
administrada via intraperitoneal (IP), utilizando combinagéo do sedativo cloridrato de
quetamina (75 mg/kg - Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) com o relaxante
muscular xilazina (10 mg/kg - Anasedan®, Agribrands do Brasil LTDA). Foi realizada
a antissepsia da cavidade bucal com polivinilpirrolidona 1% tépica (PVPI)
(Dermoidine® - Gessy Lever Industrial Ltda.) e montagem dos campos cirlrgicos
estéreis. O procedimento cirdrgico propriamente dito iniciou-se com a inciséo sulcular
ao redor do dente incisivo superior direito, com lamina de bisturi prépria para pequenos
roedores. Em ato continuo, foi realizado divulsdo da mucosa inserida com auxilio de
uma sonda exploradora adaptada, conforme previamente descrito na literatura, a
mesma utilizada para luxacdo e extracéo propriamente dita (BIGUETTI et al, 2018).
Imediatamente apés o procedimento cirdrgico, todos os animais foram encaminhados
e mantidos em ambiente apropriado até sua completa recuperacao. Os animais foram

divididos em trés grupos distintos de acordo com sua linhagem.
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3.3 Coleta das amostras

Apos 7 e 30 dias das exodontias, os animais foram submetidos a eutanéasia
por meio de sobre dosagem anestésica. Apds constatada a morte dos animais, foram
removidas as cabecas contendo a maxila com o alvéolo em reparacdo. As mesmas
foram imediatamente imersas em formalina a 10% tamponada com pH 7,0 por periodo
méaximo de 48 horas, lavadas em agua corrente por 12 horas e posteriormente
colocadas em solucéo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Merck, Darmstadt,
Alemanha) a 10% tamponado com pH 7,0 com trocas realizadas duas vezes por
semana por cerca de 40 dias aproximadamente, até que ndo apresentassem

resisténcia ao corte com navalha.

3.4 Procedimentos histotécnicos

As amostras foram novamente lavadas em agua corrente, desidratadas em
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histologica. Os blocos de parafina
foram submetidos a cortes histolégicos semi-seriados no sentido coronal. Assim,
foram obtidos cortes semi-seriados de 5 um de espessura, 0s quais foram corados

com Hematoxilina e Eosina (HE), Picrosirius-red e pela técnica imuno-histoquimica

(IHQ).

3.5 Analise histoldgica qualitativa

Todos os alvéolos de todos os grupos foram analisados a partir dos cortes
histoldgicos corados em HE considerando-se a presenca de tecido de granulacéo,
tecido 6sseo neoformado, leucécitos, células 6sseas, fibroblastos, fibras colagenas e

vasos sangu ineos.

3.6 Anédlise histologica quantitativa

Os alvéolos de todos os animais corados em HE e aqueles submetidos a
técnica de imuno-histoquimica foram fotografados e registrados em fotomicroscopio
com objetiva de 100x, obtendo-se 10 campos de cada um deles. Utilizou-se o software
ImageJ (Version 1.51, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) para a
confeccao de reticulo contendo 120 pontos. Nas laminas coradas em HE, os pontos

coincidentes com estruturas e células estabelecidas foram quantificados,
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obedecendo-se os seguintes parametros: infiltrado inflamatorio, vasos sanguineos,
fibroblastos, fibras colagenas, osteoclastos, osteoblastos, ostedcitos e matriz 0ssea.
Ja nas laminas referentes a imuno-histoquimica, apenas as células marcadas
positivamente para os referidos marcadores foram quantificadas, quando coincidentes

aos pontos desta malha de 120 pontos.

3.7 Técnica imuno-histoquimica

Para a determinacéo dos padrdes moleculares da regido de reparo 0sseo
foram selecionados os seguintes alvos: INOS, TGF-B, COX-2, RANKL, RUNX2 e
TRAP. Para tanto, cortes de 5 um foram tratados com proteinase K por 30 minutos em
temperatura ambiente. A peroxidase enddgena foi bloqueada com peréxido de
hidrogénio a 2% por 10 minutos e lavados em PBS (Phosphate buffer solution). Apés
este periodo, foram utilizados os anticorpos primarios policlonais acima indicados, em
ambiente refrigerado por 1 hora, e lavados com PBS por 30 minutos, por trés vezes.
Apés isto, os cortes incubados com anticorpos primarios anti-rabbit foram incubados
com o polimero-HRP (Easy Link One, EasyPath, ImmunobioscienceCorp., EUA) por
10 a 25 minutos, e em seguida, corados com o DAB (diaminobenzidina) (DAKO, Lab.)
e contra-corados com Hematoxilina de Harris. Os cortes incubados com anticorpos
primarios anti-goat foram incubados com polimero Immpress/HRP (Vector Labs,
Southfield, EUA). Para controle negativo omitiu-se o anticorpo primario. Uma vez
realizadas as marcacfes, as mesmas foram submetidas a andlise quantitativa
utilizando-se o software ImageJ. Para a quantificacdo das células positivamente
imunomarcadas para cada anticorpo, utilizou-se a mesma metodologia para a
quantificacdo das células e estruturas na analise histomorfométrica citada

anteriormente.

3.8 Procedimentos histotécnicos para anélise de birrefringéncia
Os cortes foram corados com Picrosirius-red, capturados e registrados em
microscopio de luz polarizada a fim de se avaliar a qualidade e quantidade das fibras
colagenas, considerando-se a intensidade de birrefringéncia da matriz colagenosa
utilizando-se o software LAS versao 4.12 (Leica Application Suite). Inicialmente, foram
definidos os espectros de cor verde e vermelha, seguindo valores de RGB (red, green,

blue), os quais foram padronizados para todas as imagens. Para a quantificagéo, as
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imagens foram binarizadas para cada espectro de cor e a quantidade em pixels? de
cada cor correspondente a cada campo. A fim de se evitar interferéncias da cortical
O0ssea das paredes dos alvéolos, as mesmas foram apagadas nas imagens
polarizadas utilizando o software Photoshop para que ndo fossem contabilizadas pelo
programa de andlise. Posteriormente, foram calculadas as médias dos valores em
pixels? somente do interior dos alvéolos e as mesmas foram submetidas para analise
estatistica para célculo das médias e desvios-padrao de cada grupo em cada periodo

experimental.

3.9 Analise estatistica e disseminacao dos resultados

Apds a obtencdo dos dados numéricos, os mesmos foram submetidos ao
teste One Way ANOVA seguido de Turkey considerando-se o nivel de significAncia
de 5% (p<0,05), utilizando-se o software Prism5 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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4Resultados

4 RESULTADOS

4.1 Analise qualitativa

Aos 7 dias foi possivel observar no interior dos alvéolos dos animais
129Sv/Ev presenca de focos de coagulo sanguineo em meio a tecido de granulacéo,
moderadamente infiltrado por leucocitos mononucleares (MN). Nas regiées proximas
as paredes do alvéolo, notou-se a presenca de deposicdo de matriz 6ssea em
organizacdo trabecular (Figura 1). JA os animais C57BI/6J exibiam os alvéolos
preenchidos por tecido conjuntivo frouxo, moderadamente infiltrado por leucécitos
mononucleares e trabéculas priméarias (Figura 2). De modo diferente, o0s
camundongos BALB/c apresentaram o0s alvéolos preenchidos por tecido de
granulacdo intensamente infiltrados por leucécitos polimorfonucleares (PMN)
neutrofilico, com eventuais células de aspecto pseudo-xantomatoso. No entanto,
também foi possivel observar a presenca de eventuais trabéculas 6sseas primarias
(Figura 3).

Figura 1 — Andlise qualitativa do grupo 129Sv/Ev para periodo de 7 dias
Grupo 129Sv/Ev — periodo de 7 dias

Fonte: Autor, 2022

Observa-se, neste grupo, a presenca de coagulo sanguineo (cg) adjacente
a um tecido de granulacéo, este, por sua vez, composto pela presenca e células de
carater mononuclear (MN), fibroblastos (F), fibras coldgenas (seta grossa) e
angiogénese (#). Na regido central do alvéolo, é possivel notar a formagdo de uma
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matriz 6ssea (MO), presenca de osteoblastos (*), ostedcitos (OT) e vasos sanguineos

(vs).

Figura 2 - Andlise qualitativa do grupo C57BI/6J para periodo de 7 dias
Grupo C57BI/6J - periodo de 7 dias

Fonte: Autor, 2022

Nota-se, no grupo em questéo, a organizacdo de um tecido de granulacéo
constituido por células mononucleares (MN), angiogénese (#), fibroblastos (F) e
deposicéo de fibras colagenas (seta grossa). E possivel observar a formacéo de uma
matriz 6ssea (MO), sendo depositada por osteoblastos (*) na sua porcéao central, vé-

se a presenca de ostedcitos (OT) e, lateralmente, vasos sanguineos (vs)

Figura 3 - Analise qualitativa do grupo BALB/c para periodo de 7 dias
Grupo BALB/c — periodo de 7 dias

Fonte: Autor, 2022

Ja nos animais pertencentes a linhagem BALB/c, é possivel observar a
presenca de um tecido de granulacdo, presenca de células mononucleares (MN),
deposicdo de fibras colagenas (seta grossa) e fibroblastos (F). Nota-se, ainda, a
presenca de um intenso infiltrado inflamatoério neutrofilico (IIN) em meio a células
pseudoxantamatosas (PX). H& formac&o de matriz 6ssea (MO), osteoblastos (*) em
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sua superficie, ostedcitos (OT) em seu interior e vasos sanguineos (vsS) nas
proximidades.

De modo geral, aos 30 dias, foi possivel notar a formacdo e
organizacdo estrutural do tecido de natureza 6ssea. Nos animais 129Sv/Ev
observou-se o inicio da maturacdo da matriz 6ssea. Em seu interior nota-se a
presenca de ostedcitos em suas respectivas lacunas, e também lacunas vazias. Na
superficie dessa estrutura Ossea, constata-se a presenca de osteoblastos
organizados sequencialmente, contribuindo na deposicdo dessa matriz.
Evidenciou-se a presenca de vasos sanguineos bem formados (Figura 4). Nos
camundongos C57BI/6J verificou-se maturacdo da matriz 6ssea, representada por
sua organizacdo lamelar, contornos regulares e menor quantidade de ostedcitos
em seu interior. Notou-se a formacao dos vasos sanguineos e a delimitacdo do
espaco medular, no qual observaram-se focos de leucécitos mononucleares (Figura
5). Ja nos animais BALB/c, observou-se a presenca de infiltrado inflamatério
composto predominantemente por neutrofilos em regido adjacente a estrutura
O0ssea. Notou-se, também, a maturacdo da matriz 6ssea, presenca de células de
revestimento na superficie e alguns poucos ostedcitos na regido central desta.
Evidenciou-se a formacgdo dos vasos sanguineos e a regido do espaco medular,

preenchido por vasos, células sanguineas e células inflamatérias (Figura 6).

Figura 4 - Analise qualitativa do grupo 129Sv/Ev para periodo de 30 dias
Grupo 129Sv/Ev - periodo de 30 dias

Fonte: Autor, 2022

Nota-se a maturacdo da matriz 6ssea (MO), assim como a presenca

de ostedcitos (OT) em suas lacunas e também lacunas vazias de osteocitos



(LV). Observa-se a presenca de um espaco medular (EM) e vasos sanguineos

(vs).

Figura 5 - Andlise qualitativa do grupo C57BI/6J para periodo de 30 dias
Grupo C57BI/6J — periodo de 30 dias

Fonte: Autor, 2022

Nas fotomicrografias referentes aos animais C57BI/6J, € possivel
observar a estruturacdo da matriz 6ssea (MO) com osteoblastos (*) na
superficie e ostedcitos (OT) em sua regidao central. Lateralmente, ao tecido
0sseo e no interior do espaco medular (EM) ha presenca de vasos sanguineos.

Nota-se presenca de células inflamatérias mononucleares (MN).

Figura 6 - Analise qualitativa do grupo BALB/c para periodo de 30 dias
Grupo BALB/c — periodo de 30 dias

Fonte: Autor, 2022

Nos animais BALB/c, é possivel observar a presenca de um infiltrado
inflamatério neutrofilico (IIN) adjacente a matriz éssea (MO). Na regido do
tecido 6sseo, nota-se a presenca dos osteoblastos (*), ostedcitos (OT), do

espaco medular (EM) e, também, presenca de vasos sanguineos (vs)
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4.2 Analise Quantitativa

4.2.1 Laminas coradas com Hematoxilina e Eosina

Os dados obtidos a partir da quantificacdo dos parametros histologicos
foram submetidos a teste de normalidade Shapiro Wilk e posteriormente aos testes
estatisticos ANOVA seguido de Tukey, considerando-se p<0,05. N&o foram
detectadas diferencas significativas entres os grupos considerando-se 0 mesmo
periodo de avaliacdo nos parametros: vasos sanguineos, fibroblastos, fibras
coldgenas, osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos. No entanto, foram detectadas
diferencas na quantidade de matriz 6ssea, sendo que aos 30 dias os 129Sv/Ev
(63.85+22.03) apresentaram aumento significativo em comparacéo com os C57BI/6J
(40.23+23.29) e BALB/c (38.25+23.58), conforme pode ser observado na Figura 7 e
Tabela 1. Também foi detectada diferenca significativa no periodo inicial do reparo,
aos 7 dias, considerando-se o infiltrado inflamatorio total nos animais 129Sv/Ev,
quando comparado aos C56BI/6J. Aos 30 dias, os 129Sv ainda apresentavam
aumento significativo do numero de leucécitos, sendo também detectado aumento
significativo nos C56BI/6J comparando-os aos animais BALB/c. No entanto, quando
se analisou os tipos leucocitarios, considerando-se MNs e PMNs, observou-se que
aos 30 dias os mononucleares mostravam-se em numero significativamente maior nos
129Sv/Ev e C56BI/6J quando comparados com os BALB/c. Nao foram detectadas
diferencas significativas na quantidade de leucdcitos PMNs na comparacéo entre 0s
grupos e periodos. Estes resultados podem ser observados na Figura 8 e Tabelas 1
e 2.
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Figura 7 — Representacdo grafica da analise quantitativa dos pardmetros

histolégicos
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Para os resultados da andlise quantitativa dos parametros histol6gicos comparou-se 0s
grupos dentro do mesmo periodo de avaliacdo. As diferencgas estatisticas estéo indicadas pelo
asterisco (*), considerando-se (p< 0,05).

Tabela 1 — Média e desvio padrdo da andlise quantitativa dos parametros histolégicos

dos alvéolos em reparacdo nos diferentes grupos e periodos

C57BI/6J 7d C57B1/6J 30d BALB/c 7d BALB/c 30d 129Sv/Ev 7d 129Sv/Ev 30d
Il 3.396 £ 2.267 1.9+ 2.061 3.625 + 2.464 1.5+1.301 3.647 +£2.893 0.95+1.538
VS 11.96 £11.83 14.38 £ 10.69 11.88 + 11.66 15.53+13.2 15.41 + 20.46 14.8£13.32
Fb 2.896 £ 2.045 1.325+1.685 211934 1.7+ 2.003 5.353 £ 2.422 1.15+2.134
FC 6.521 + 4.217 2.7+ 3.603 6.208 + 4.644 4.175+5.43 4.176 £ 2.422 1.5+2.039
oC 0.125+0.3928 | 0+0 0.04167 £0.2041 | 0.05 % 0.2207 0.1176 + 2.298 0.05+ 0.2236
OB 1.521+£2 1.05+1.825 1542 +1.911 1.921 +1.549 6.588 £4.214 2.85 £2.641
Otc 0.25+ 0.5259 0.6+1.825 0.25 +0.5316 0.6251 +1.148 0.3529 + 0.6063 0.6316 + 0.684
MO 15.81 + 16.95 40.23+23.29 2 13.21+ 16.76 38.25+£23.58° | 14.76 +10.9 63.85 + 22.03°

Fonte: Autor, 2022

As letras minuUsculas diferentes apontam diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos considerando -se mesmo periodo (p < 0,05). Sendo estes representados a partir das
siglas: Il — infiltrado inflamatoério, VS — vasos sanguineos, Fb — fibroblastos, FC — fibras
colagenas, OC — osteoclastos, OB — osteoblastos, Otc — ostedcitos, MO — matriz 6ssea.
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Figura 8 - Anédlise quantitativa do infiltrado inflamatorio de células mononucleares e
polimorfonucleares
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Fonte: Acervo pessoal

Para a realizagdo da andlise quantitativa do infiltrado inflamatorio considerou-se,
individualmente, as células mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN). As diferengas
significativas estao sinalizadas com asterisco (*), considerando-se (p < 0,05).

Tabela 2 — Média e desvio padrdo da analise quantitativa dos leuc6citos mononucleares

(MNs) e polimorfonucleares (PMNs) nos diferentes grupos e periodos

C57Bl1/6) 7d

C57Bl/6J 30d

BALB/c 7d

BALB/c 30d

129Sv/Ev 7d

129Sv/Ev 30d

MNs

2.25 £1.523

1.575 £1.599

2.409 +1.869

0.35£0.6622

4.262 +3.443

1.0 £1.992

PMNs

0.5833 +0.8464

0.55 +0.9044>

0.7727 £1.572

0.15 +0.4267°

0.5 +0.804

0.44 +0.9512

Fonte: Autor, 2022

As letras mindsculas diferentes apontam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
considerando-se o mesmo periodo (p < 0,05).

4.2.2 Laminas submetidas a técnica de imuno-histoquimica
Os dados obtidos a partir da quantificacdo das células positivamente
marcadas pelos anticorpos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk e

posteriormente aos testes estatisticos ANOVA seguido de Turkey, considerando-se
p=<0,05.

Observou-se aumento significativo de células TGF-+ nos grupos C57BI/6J
(5.45+2.892) e BALB/c (3.967+3.873) em comparagdo com o0 129Sv/Ev
(0.6571+0.9315), para o periodo de 7 dias. No entanto, aos 30 dias, o grupo BALB/c
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(3.366+2.141) apresentou aumento significativo das células TGF-p+ quando
comparado ao grupo 129Sv/Ev (0.3529+0.6063).

Com relacdo as células INOS+, detectou-se aumento significativo nos
grupos C57BI/6J (3.591+3.261) e 129Sv/Ev (3.611+2.304) quando comparado ao
grupo BALB/c (91+1.1035) no periodo de 7 dias. J4 aos 30 dias, nao foram detectadas
diferencas significativas entre os grupos. Entretanto, quando se considerou o0s
leucdcitos individualmente, detectou-se aumento significativo de INOS+ nos animais
pertencentes ao grupo BALB/c (2.333+2.279) em comparacdo com os 129Sv/Ev
(0.7059+0.719) no periodo de 30 dias. Por outro lado, quando realizada a analise da
marcacao nas células 6sseas, detectou-se aumento significativo de células INOS+ nas
linhagens C57BI/6J (1.727+2.815) e 129Sv/Ev (1.611+1.754) em comparacdo aos
BALB/c (0.0348+0.1857) no periodo de 7 dias (Figura 16).

Aos 7 dias, detectou-se aumento significativo de células RUNX-2 no grupo
129Sv/Ev (0.8441.173) em comparacdo com BALB/c (0.1667+0.6477). NOo mesmo
periodo, houve aumento significativo de células TRAP+ no grupo 129Sv/Ev
(0.5+0.6481) em comparagdo com BALB/c (0+0). Nao foram detectadas diferencas
significativas entre os grupos e periodos considerando-se as marcacdes para RANKL
e COX-2 (Figura 17).



Figura 9 - Marcagao imuno-histoquimica para o anticorpo TGF-8
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Figura 10 - Marcagao imuno-histoquimica para o anticorpo iNOS
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Figura 11 — Marcagado imuno-histoquimica para o anticorpo RUNX-2
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Figura 12 — Marcagado imuno-histoquimica para o anticorpo RANK-L
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Fonte: Autor, 2022



Figura 13 — Marca¢ao imuno-histoquimica para o anticorpo COX-2
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Figura 14 — Andlise quantitativa de marcadores imuno-histoquimicos (TGF- 8 e INOS)
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Observa-se na representacédo gréfica as células marcadas positivamente para os anticorpos:
(Gréfico A) — TGF-B; (Grafico B) — INOS totais; (Grafico C) — INOS em leucdcitos; (Gréfico D)
— INOS em células ésseas. As diferengas significativas estdo sinalizadas com asterisco (*),

considerando-se p < 0,05.

Figura 15 — Analise quantitativa de marcadores imuno-histoquimicos (RUNX-2, RANK-

L, COX-2 e TRAP)
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Nesta representacao grafica destaca-se os resultados obtidos a partir da quantificacéo, por
nameros totais de pontos, das células marcadas para os anticorpos Runx-2, RANKL, COX-2
e TRAP. As diferengas significativas estdo sinalizadas com asterisco (*), considerando-se
p<0,05

Tabela 3 — Média e desvio padrdo da andlise quantitativa das células imunomarcadas

pelos anticorpos TGF-B, iNOS, RUNX2, RANK-L; COX-2 e TRAP.

C57BI/6J 7d C57BI/6J 30d BALB/c 7d BALB/c 30d 129Sv/Ev 7d 129Sv/Ev 30d
TGF-B 5.45+2.892 1.625+1.408 3.967+3.873 3.633+2.141 0.6571+0.9315 | 0.3529+0.6063
iINOS 3.591+3.261 1.95+1.538 1+1.035 3.667+3.447 3.611+2.304 2.206+1.684
total
iINOS 1.864+£1.91 1.35+1.496 0.9655+1.052 2.333£2.279 2+1.749 0.7059+0.719
Leuc.
iNOS 1.727+2.815 0.6+0.855 0.03448+0.1857 1.333£2.139 1.611+1.754 1.5+1.542
Céls.
Osseas
RUNX2 0.4+0.6747 0.6+0.8137 0.1667+0.6477 0.45+0.8507 0.84+1.173 0.6667+0.8841
RANKL 0.1+0.3051 0.15+0.6708 0.05+0.2236 0.1333+0.4342 0.2+0.4068 0.1333+0.4342
COX-2 0.7333+0.90 | 0.6667+0.8023 0.5357+0.7927 0.5667+0.6789 0.7+0.9154 0.2593+0.5944
72
TRAP 0.2+0.5509 0.3+0.4702 0+0 0.1667+0.4611 05+0.6481 0.1+0.3051

Fonte: Autor, 2022

4.2.3 BIRREFRINGENCIA
N&o foram detectadas diferencas significantes considerando-se as fibras
colagenas totais, bem como considerando-se os espectros verde e vermelho, na

comparacao entre 0s grupos e periodos.

Figura 16 — Porcentagens das fibras colagenas considerando-se o espectro verde (A) e

vermelho (B) presentes no interior dos alvéolos. (C) — quantidade de fibras colagenas

totais
. 800000 Fibras totais
®
8 804 £
4 2 600000
g ~N
2 604 E ]
w —
S e G 400000
©
A 2 E
5 40 E %
e £ 200000
58 20- 8
R
’ 0
* S & e O O O s A
A SR N N Q@ & & & & &
P P F X o & N R
R R P AT R R

Fonte: Autor, 2022



35

Tabela 4 — Média e desvio padrdo dos valores obtidos a partir da quantificacdo das
fibras coldgenas considerando-se os espectros verde e vermelho, bem como as fibras
totais

266662149633 | 286661+316535 | 134469197548 | 2463684263647 | 299233+102189 | 40863+67155

Fonte: Autor, 2022
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5Discussao
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5 DISCUSSAO

A patrtir dos resultados obtidos, pode-se constatar diferencas no processo
de reparo intramembranoso de alvéolos dentarios pés-exodontia, comparando-se as
trés linhagens utilizadas no presente estudo, 129Sv/Ev, C57BI/6J e BALB/c. Atencéo
especial foi dada ao perfil inflamatério durante este processo e sua relagdo com o
reparo final. Apesar da auséncia de trabalhos experimentais comparativos que
utilizem este parametro de estudo — exodontia — as caracteristicas imunolégicas
intrinsecas de cada animal (KORANI et al., 2019), bem como os desafios a resposta
(HOOVER-PLOW et al., 2008) j& investigados, apontavam para uma provavel

diferenca também no modelo de reparacéo 6ssea alveolar.

Importante ressaltar que o os alvéolos repararam sem intercorréncias,
resultando no preenchimento dos mesmos por tecido 6sseo maduro em remodelacéo.
No entanto, cada uma das linhagens apresentou perfil inflamatério distinto no curso
do reparo. Dentre as linhagens estudadas, os camundongos 129Sv/Ev exibiram
infiltrado inflamatorio mais exacerbado tanto no periodo inicial, quanto no periodo
tardio do reparo alveolar. Por outro lado, no periodo inicial os animais C57BIl/6J
mostraram menor quantidade de leucdcitos totais, enquanto que apés 30 dias os

BALB/c exibiram menor infiltrado que os demais grupos.

Quando da analise individual dos tipos leucocitarios, mononucleares e
polimorfonucleares, as diferencas encontradas no periodo de 30 dias se referiram aos
mononucleares, uma vez que o infiltrado neutrofilico foi bastante discreto em todos os
grupos e periodos, confirmando a auséncia de contaminacdo ou outros fatores que
pudessem exacerbar ou estender a fase aguda da inflamacédo. Neste contexto,
destaca-se que os macrofagos exercem papel determinante no curso do processo de
reparo pos-injuria, uma vez que atuam como sensores em condi¢cdes de perigo no
hospedeiro por possuirem receptores capazes detectar debris de células necraéticas,

como os Toll-like receptors (TLRs) e para interleucina-1 (IL-1) (YANG et al., 2008).

Assim, possuem a capacidade de alterar sua fisiologia em resposta ao meio
em que se encontram (MOSSER & EDWARDS, 2008) e de se polarizarem em
macrofagos do tipol (M1) ou 2 (M2), com comportamentos pro-inflamatérios e anti-
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inflamatorios, respectivamente. A fagocitose de células apoptéticas por macréfagos
estimula a producdo de TGF-B, levando-os ao perfil M2 e liberando citocinas anti-
inflamatorias favorecendo o ambiente para a reparacdo. Além disso, sabe-se do papel
essencial deste fator de crescimento no metabolismo do tecido 6sseo e nas suas
afeccdes (JANN et al., 2020). O namero significativamente reduzido de células TGF-
B no grupo 129Sv/Ev aos 7 dias mostrou-se coerente com o aumento significativo de
infiltrado inflamatdrio total neste grupo no mesmo periodo, em relacdo aos animais
C57BI/6J. Do mesmo modo, os animais BALB/c no periodo de 30 dias apresentaram
namero elevado de células TGF-B+, enquanto o numero de leucdcitos encontrava-se
significativamente reduzido em relacdo aos demais grupos. Apesar do conhecido
papel do TGF-B na diferenciacdo, proliferacdo e maturacdo osteoblastica (WU et al.,
2016), este depende dos niveis e do momento de sua secre¢cdo (MANZANO-
MORENO et al., 2018).

Ja foi observado que a proliferacéo inicial dos osteoblastos ocorre sob
niveis baixos a moderados de TGF-f1, porém, estes mesmos niveis inibem a
mineralizacao. Além disso, mostrou-se que sua inibicdo resulta em aumento de massa
e qualidade 6ssea (MOHAMMAD et al., 2009). Deste modo, a reducdo na quantidade
de matriz 6ssea ao final do reparo (30 dias) dos animais BALB/c confirmada pela
histomorfometria, possivelmente esteja relacionado com os niveis disponiveis de
TGF-B neste periodo. De modo contrario, notou-se que a marcacado de TGF- nos
animais 129Sv/Ev mantiveram-se diminuidas em comparacédo com 0s demais grupos
nos dois periodos, sendo este o0 grupo que apresentou aumento significativo de matriz
0ssea aos 30 dias. De modo coerente, a maior quantidade de células Runx-2+ foi
detectada também nos animais 129Sv/Ev aos 7 dias. Sabe-se que a expressao de
Runx-2 atinge o seu pico em osteoblastos imaturos, aumentando a proliferacao de
células osteoprogenitoras e a expressdo de genes de proteinas da matriz éssea,
diminuindo nos osteoblastos maduros (KOMORI, 2019).

As citocinas pro-inflamatdrias tendem a direcionar o perfil dos macréfagos
para M1, ativando a via da iNOS. Isto também ocorre nas células 6sseas, que tem sua
via iINOS ativada quando em condicdes inflamatdrias (LOWIK et al., 1994). Devido a
isto, observou-se a imunomarcacéo tanto de leucécitos como de células ésseas

(osteoblastos e osteoclastos), e assim optou-se pela contagem individual das células
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INOS+. Considerando a contagem de células totais INOS+ detectou-se um aumento
significativo no grupo C57BIl/6J e 129Sv/Ev em comparacdo aos BALB/c aos 7 dias
pés-exodontia. No entanto, ao considerar os leucdcitos iINOS+, observou-se que
dentre as trés linhagens, os BALB/c apresentavam o maior nimero de leucdcitos que
0 129Sv/Ev no periodo final do reparo, revelando um possivel perfil equilibrado em M1
e M2 neste periodo, 0 que pode ter levado a menor quantidade de matriz 6ssea
detectada. Este fato se reforca quando se observam as células 6sseas iINOS+, mais
numerosas nos grupos C57BI/6J e 129Sv/Ev no periodo inicial do reparo, porém, sem
diferencas aos 30 dias, mas que também pode ter influenciado na quantidade de
matriz 6ssea final. Os demais parametros histoldgicos analisados quantitativamente

ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos e periodos.

O grupo BALB/c apresentou menor imunomarcacao de Runx-2 e TRAP aos
7 dias em comparacdo com o0 129Sv/Ev, apesar da auséncia de diferenca significativa
na imunomarcacdo para RANKL e COX-2 entre os grupos nos dois periodos, 0s quais
estdo diretamente relacionados ao processo de osteoclastogénese. O RANK-L é um
mediador com acdo chave na osteoclastogénese, especificamente na ativacdo dos
osteoclastos (TEITELBAUM et al., 2003), enquanto que, por sua vez, a COX-2
dependente da PGE2 est4 diretamente envolvida na inducdo dos precursores de
osteoclastos via RANK-L (HAN et al., 2005). Os osteoclastos ativados expressam a
TRAP (fosfatase &cida resistente ao tartarato) que é a enzima que degrada o tecido
0sseo e seus constituintes (ZAIDI et al., 1989; MOONGA et al., 1990). Sua marcacao
em cortes histolégicos é realizada para se determinar a presenca de osteoclastos
ativados e seus precursores (HAYMAN et al., 2001). Possivelmente, a maior
expressao de células Runx-2+ e TRAP+ nos periodos iniciais do reparo nos animais
129Sv/Ev poderia ser um indicativo de maturacdo 0ssea precoce em comparagao
com os demais. Apesar destes achados, a qualidade da matriz colagenosa pela
coloracdo com Picrosirius-red néo revelou diferencas significativas entre os grupos e

periodos.
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6 Conclusao
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que ha diferencas no perfil
inflamatorio durante o curso de reparo intramembranoso alveolar entre as linhagens
de camundongos estudadas que interferem tanto na resposta inflamatéria esperada
do modelo experimental, assim como na quantidade, porém, ndo na qualidade da

matriz 6ssea formada no final do reparo.
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