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Torquato LC. Avaliacdo do reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico tratados
com matriz 6ssea mineralizada de 0sso bovino (Bio-Oss®) e laser de baixa
intensidade. Estudo histomorfométrico e imunohistoquimico em ratos
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2020.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da terapia com laser de
baixa intensidade (LLLT) associada ao Bio-Oss® em defeitos de tamanho
critico de ratos. Foram utilizados 72 ratos machos adultos (Rattus norvegicus,
variacdo albinus, Wistar), com 90 dias de idade. Foram realizados defeitos
0sseos na calvaria com 5 mm de diametro. Os animais foram divididos em 4
grupos: C-Coagulo sanguineo, B- Bio-Oss®, L- LLLT, B+L- Bio-Oss® +
LLLT. Cada grupo foi subdividido de acordo com os periodos de observacéo de
07, 30 e 60 dias, com 6 ratos em cada subgrupo. Para LLLT uma baixa energia
GaAlAs com comprimento de onda de 660 nm, foi aplicada em 5 pontos. Foram
distribuidos 4 pontos de aplicacdo ao longo das bordas da ferida e um ponto de
aplicacdo localizado na regido central da ferida cirargica. A irradiacdo foi
liberada por 12 segundos por ponto, com uma densidade total de energia de 45
Jiem?. A irradiacdo com laser ocorreu de forma transcirurgica em Unica
aplicacdo imediatamente apds o procedimento. Em 07, 30 e em 60 dias, 6
animais de cada grupo foram eutanasiados pela aplicacdo de anestesia geral em
dose triplicada, e ap0s os testes de sensibilidade os animais foram decapitados.
Em seguida a calvaria foi removida para analises histomorfometrica e
imunohistoquimica. Todos os dados histomorfométricos foram submetidos a
analise por ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. O nivel de
significancia foi de 5%. Os resultados da imunohistoquimica foram
representados por scores e porcentagem. Os grupos que apresentaram maior
proporcdo de neoformacdo foram os grupos L (0,39+0,13) e C (0,37+0,97),
porém os grupos B e B+L tiveram maior tamanho de defeito (C-1,75%0,40, B-
3,02+0,63, L-2,45+0,53, B+L-3,23£1,01). Na imunohistoquimica, aos 60 dias,
0S grupos B (score 4-34%) e B+L (B+L score 4-50%) apresentaram maior
scores de imunomarcacdo para OPG e RANKL, aos 30 dias a porcentagem de
imunomarcacao para TRAP aumentou em todos os grupos, sendo o L o Unico a
apresentar espécimes com score 0 (16%). Os grupos gque apresentaram maior
propor¢cdo de neoformacgdo foram os grupos L e C, no entanto, 0S maiores
valores relacionados ao volume dsseo foram encontrados nos grupos B e B+L.



Todos 0s grupos apresentaram menores valores referente a distédncia entre as
bordas de osso neoformado no interior do defeito ao final do experimento.Os
grupos B e B+L apresentaram os maiores scores de imunomarcacéo para OPG,
as imunomarcagdes para TRAP apareceram mais tardiamente no grupo L.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Regeneracdo o0ssea. Transplante
0sseo. Lasers. Imuno-histoquimica.



Torquato LC. Assessment of bone repair of critical size defects treated with
bovine bone mineral matrix (BioOss®) and low-level laser therapy:
histomorphometric and immunohistochemical study in rats [dissertation]. Sdo
José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2020.

ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of low-level laser therapy (LLLT)
associated with Bio-Oss® on critical size defects in rats. 72 adult male rats
(Rattus norvegicus, variation albinus, Wistar), 90 days old, were used. Bone
defects were made in the calvaria with a diameter of 5 mm. The animals were
divided into 4 groups: C-blood clot, B-Bio-Oss®, L-LLLT, B + L- Bio-Oss® +
LLLT. Each group was subdivided according to the observation periods of 07,
30 and 60 days, with 6 rats in each subgroup. For LLLT a low GaAlAs energy
with a wavelength of 660 nm was applied at 5 points. 4 points of application
were distributed along the edges of the wound and one point of application
located in the central region of the surgical wound. The irradiation was
released for 12 seconds per point, with a total energy density of 45 J/cm?. Laser
irradiation occurred in a trans-surgical form in a single application
immediately after the procedure. At 07, 30 and 60 days, 6 animals from each
group were euthanized by applying triple dose of general anesthesia, after the
sensitivity tests the animals were beheaded. Then the calvaria was removed for
histomorphometric and immunohistochemistry analysis. All histomorphometric
data were analyzed statistically by ANOVA, complemented by the Tukey test.
The level of significance was 5%. The results of immunohistochemistry were
represented by scores and percentage. The groups that showed the highest
proportion of neoformation were groups L (0,39+0,13) and C (0,37%0,97), but
groups B and B + L had a larger defect size (C-1,75+0,40, B-3,02+0,63, L-
2,45+0,53, B+L-3,23£1,01). In immunohistochemistry, at 60 days, groups B
(score 4- 34%) and B + L (B+L score 4 - 50%) had higher immunostaining
scores for OPG and RANKL, at 30 days the percentage of immunomarking for
TRAP increased in all groups, group L was the only one to present specimens
with a score 0 (16%). The groups with the highest proportion of neoformation
were groups L and C, however, the highest values related to bone volume were
found in groups B and B+L. All groups had lower values regarding the distance
between the edges of newly formed bone inside the defect at the end of the
experiment. Groups B and B+L had the highest immunostaining scores for



OPG, immunomarkings for TRAP appear later in group L.

Keywords: Biocompatible materials. Bone regeneration. Bone transplantation.
Lasers. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O o0sso autdgeno é reconhecido como o padrdo-ouro para 0O enxerto
6sseo, fornecendo células osteogénicas, matriz extracelular, e sinais moleculares
para a inducéo e diferenciacédo 6ssea (Springfield, 1992; Khouri et al., 1996). As
vantagens dos enxertos autdgenos sdo: osteoconducéo, osteoinducéo e efeitos
osteogénicos que promovem elevado potencial regenerativo (Klijn et al., 2010).
Porém, a remocdo de enxertos autégenos implica em um segundo sitio cirurgico
doador e aumenta a morbidade do paciente (Chaushu et al., 2009; Sbordone et
al., 2009). Alem de complicacdes que podem ocorrer quando um sitio doador
intraoral for eleito como: danos aos nervos alveolar e mentoniano,
desvitalizacdo de dentes em areas adjacentes ao campo operatério,
comprometimento da estética facial, aumento do risco de fraturas mandibulares
dependendo do sitio doador (Galindo-Moreno et al., 2007; Schmitt et al., 2013).

Diante destas questdes, hoje em dia, uma variedade de materiais
substitutos 0sseos vem sendo demonstrada clinicamente para promover
resultados aceitaveis (Stavropoulos et al., 2003; lezzi et al., 2008; Klijn et al.,
2010). O ideal é que os materiais substitutos 0sseos possuam boa integracao
0ssea, osteoinducdo e estabilidade a longo prazo. No entanto, tal material
substituto 6sseo, na sua forma pura, ainda ndo existe (Schmitt et al., 2013).
Mokbel et al. (2008) em seu estudo com ratos comparando o padrdo de
reparacdo 0ssea entre diferentes tipos de enxertos concluiram que apesar do 0sso
autdgeno se demonstrar superior, quando comparado aos substitutos 0sseos o
mesmo padrdo de reparacdo e propriedades de osteocondutividade foram

encontradas.
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Shamsoddin et al. (2019), afirmaram que apds os enxertos autdgenos,
pode-se introduzir o Bio-Oss® (Geistlich Biomaterials GmbH) como o
biomaterial xen6geno mais confiavel e amplamente utilizado dos materiais de
enxerto em odontologia, isso se deve pelo material promover uma formacao
Ossea previsivel, sustentavel e adequada com menores taxas de infeccdo. O Bio-
Oss® caracteriza-se por ser uma matriz 6ssea mineral porosa de 0sso bovino
cortical ou esponjoso (Stavropoulos et al., 2003; lezzi et al., 2008). Devido a sua
estrutura natural, Bio-Oss® ¢é fisica e quimicamente comparado a matriz
mineralizada de 0sso humano. A matriz organica de Bio-Oss® contém estruturas
macroscopicas e microscopicas com um sistema de poros interconectados que
serve como um “scaffold” para a migracao de células osteogénicas (Tapety et al.,
2004). Essa estrutura fisica permite rapida estabilizacdo do coagulo e
revascularizacao (Stavropoulos et al., 2003; lezzi et al., 2008).

O Bi0-Oss® é conhecido como um substituto 6sseo ndo reabsorvivel
(Schlegel et al., 1998; Schlegel et al., 2006), porém, apds seis semanas de sua
implantacdo € possivel observar ao redor das particulas de forma concentrada a
presenca de células positivas para fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP),
uma proteina ligada aos osteoclastos que desempenham um papel significativo
no processo de remodelagem dssea (Fan et al., 2018). Estudos confirmaram as
propriedades superiores de biocompatibilidade e osteoconducdo do Bio-Oss®
quando comparado com outros substitutos dsseos (Stavropoulos et al., 2003;
lezzi et al., 2008).

De maneira similar, existem evidéncias demonstrando que a terapia com
laser de baixa intensidades (LLLT) tem um efeito positivo no metabolismo do
tecido 0sseo, e na consolidacdo de fraturas (Pinheiro et al., 2006; Renno et al.,
2010). Estudos in vitro, com células osteoblasticas mostraram que a LLLT €

capaz de aumentar a atividade mitocondrial (Oliveira et al., 2010), a formacéo de
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nddulos de calcificacdo (Stein et al., 2005), a expressdo génica de osteocalcina e
osteopontina e atividade de fosfatase alcalina (Yaoita et al., 2000; Renno et al.,
2010). A terapia com LLLT também demonstrou habilidade em acelerar o
processo de reparacdo de fraturas em coelhos e ratos, aumentar o volume do
“callus” e a densidade mineral 6ssea (Matsumoto et al., 2009). Nunes et al.
(2019) demonstraram o potencial da LLLT na regulacdo do metabolismo 0sseo
em ratos, sob efeito do tabagismo. Os animais tratados com fotobiomodulagéo
apresentaram um namero menor de células positivas para TRAP em relagdo aos
animais do grupo fumante néo tratados, o que acabou resultando em um melhor
processo de reparo tecidual.

A luz laser, particularmente a de baixa intensidade, 660 nm, pode
desempenhar um papel positivo na reparacdo de defeitos 0sseos. Alguns autores
afirmam que a LLLT pode acelerar a formacdo 0ssea pelo aumento da atividade
osteoblastica, da vascularizacdo; promovendo organizacdo de fibras colagenas,
elevando niveis de ATP, ativando sistema linfatico, a proliferacdo de células
epiteliais e fibroblastos; e aumentando a sintese de colageno pelos fibroblastos
(Trelles e Mayayo, 1987; Garavello-Freitas et al., 2003). Em tecidos duros, a
terapia com laser de baixa intensidade aumenta significantemente o nimero de
ostedcitos viaveis no osso irradiado, causando um efeito positivo na producédo de
matriz éssea para que o tecido 6sseo ao redor dos enxertos ou na regido
periférica dos defeitos, seja altamente reativo e vital (Dortbudak et al., 2002).
Além disso, a irradiacdo com laser promove um aumento na sinalizacdo de
osteoprotegerina (OPG) e do ativador receptor do ligante fator kappa-B nuclear
(RANKL). Esse aumento de OPG inibe a maturagdo dos osteoclastos,
promovendo maior formacdo 0ssea nos periodos iniciais de remodelacdo 0ssea,
sendo que nos estagios finais, os niveis de RANKL tendem a aumentar

consideravelmente (Rasouli et al., 2014).
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A LLLT também tem demonstrado ser efetiva no processo de reparacado
6ssea em cavidades 6sseas criadas artificialmente (Nissan et al., 2006). Sella et
al. (2015) em seu estudo em ratos com defeitos dsseos e aplicacdes diarias de
laser durante 8 dias confirmaram os efeitos benéficos da LLLT no reparo da
fratura, ndo apenas na reducdo da fase inflamatoria, mas também na
intensificacdo da fase reparadora.

Porém a LLLT tem apresentado resultados positivos também em
aplicacé@o unica e transoperatoria, Pretel et al. (2017) demonstraram como uma
Unica aplicacdo de laser GaAlAs, de 780nm e uma dose total de 178J/cm?,
durante o processo cirurgico pode abreviar o tempo de reparacdo 0ssea através
da estimulacdo da modulacdo da resposta inflamatoria inicial. De forma
semelhante, Cunha et al. (2014) aplicando uma dose Unica transoperatoria de
uma baixa energia de GaAlAs, de 780 nm e 210 J/cm? de densidade de energia,
concluiram que a LLLT acelerou a cicatriza¢do de defeitos 0sseos e a reabsor¢éo
das particulas do material do enxerto.

Entretanto, pequena atencdo tem sido dada ao efeito da associacdo de
substitutos 0sseos com terapia com laser de baixa intensidade em animais.
Muniz Renno et al. (2006), demonstraram que a terapia com laser de baixa
intensidade teve um efeito positivo na osteogénese de ratos osteopénicos,
aumentando a forca femoral, o conteldo de calcio e a densidade dssea. De
Almeida et al. (2018) concluiram que a utilizacdo da LLLT pode atenuar o efeito
prejudicial da nicotina que dificulta a formacdo Ossea na interface preparo-
enxerto. Além disso, Diniz et al. (2009), demonstraram que a associa¢do de
bifosfonatos e a terapia com laser de baixa poténcia também pode aumentar o
volume do trabeculado désseo em vertebras no grupo controle osteopénico.
Fangel et al. (2011), também demonstraram bons resultados indicando que a

terapia com laser quando associada ao Biosilicato® melhora o processo de
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reparacdo 6ssea resultando em aumento da formacdo Ossea tanto quanto das
propriedades biomecénicas. De Oliveira et al. (2018) utilizando aloenxertos e
xenoenxertos concluiram que o uso de LLLT estimulou a reparacdo e a
formacdo de tecido 0sseo em &reas ndo enxertadas, e que este efeito foi
associado com a maior expressdo de proteinas e genes relacionados a atividade e
diferenciacdo osteoblastica, particularmente nos primeiros periodos de
reparacao.

A associagdo de LLLT com Bio-Oss® ja foi mostrada em estudo
anterior, Rasouli et al. (2014) estudaram a associacdo dessas modalidades
terapéuticas em defeitos de calvaria em coelhos e concluiram a aplicacdo de
LLLT com laser de diodo (810nm, ED: 4 J/cm?) pode promover a reparagao
0ssea, porém, o efeito da fotobiomodulacdo a laser ndo foi tdo eficaz quanto a
combinacdo de laser e Bio-Oss®, e que este Ultimo pode ser utilizado na
regeneracdo tecidual guiada no tratamento de defeitos 0sseos para obter
melhores resultados.

Embora tenham sido demonstrados efeitos positivos dos substitutos
0sseos associados a Terapia com laser de baixa intensidade (LLLT) na
proliferacdo de células dsseas (Pinheiro et al., 2012; Marques et al., 2014; Rosa
et al., 2014; Fernandes et al., 2017), e na reparacdo Ossea propriamente dita
Rasouli et al. (2014), mais estudos sd0 necessarios sobre o processo de
reparacdo 0ssea em animais para determinar a seguranca e a eficacia da
aplicacdo clinica em humanos. Neste contexto, este estudo teve como objetivo
investigar os efeitos do Bio-Oss® e da Terapia com laser 660 nm, em 45 J/cm?,
no processo de reparacdo 0ssea por meio das analises histomorfométrica e

imunohistoquimica em ratos.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Buscou-se avaliar o reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico tratados
com matriz 6ssea mineralizada de 0sso bovino e laser de baixa intensidade em
aplicacdo unica por meio das analises histomorfométrica e imunohistoquimica

em ratos.



17

3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Experimentagéo
Animal — CONCEA e foi aprovado pelo Comité de Etica Pesquisa do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos/UNESP (Anexo A). A
descricdo deste trabalho foi feita seguindo as diretrizes do Animal research:

Reporting in vivo experiments - ARRIVE (Kilkenny et al., 2010).

3.1 Desenho do estudo

O calculo amostral foi feito a partir de estudos anteriores onde pode-se
obter a variabilidade dos dados ao redor de 0.5 mm? para a area de neoformacgéo
Ossea. Assim, com a ajuda do programa Minitab (versdo 17.1, 2013) e do
programa estatistico PIFACE Russ Lenth (Softpedia, Bucharest, Romania)
Russel V. Lenth (versdo 1.76, 2011) foi realizado um estudo de poder de teste.
Verificou-se que com n = 6 para cada subgrupo é possivel detectar uma
diferenga média do efeito “Tratamento” igual a 0.8 mm? com poder de 80%.

Foram utilizados 72 ratos machos adultos (Rattus norvegicus, variacédo
albinus, Wistar), com 90 dias de idade, peso aproximado de 300g, fornecidas
pelo Biotério Central da Unesp — Campus de Botucatu-SP. Os ratos foram
alocados em gaiolas apropriadas e receberam dieta e agua ad libitum. Os
animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (C, B, L, B+L) como

apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos e modalidades de tratamento dos defeitos

0sseos

Grupo

Tratamento

Grupo Controle (C)

Defeito 6sseo + Coagulo

sanguineo

Grupo Bio-Oss® (B)

Defeito 6sseo + matriz 6ssea

mineralizada de 0sso bovino

Grupo irradiado com Terapia com

Laser de baixa poténcia (L)

Defeito 6sseo + LLLT

Grupo Bio-Oss® associado a
Terapia com Laser de baixa

poténcia (B+L)

Defeito 6sseo + matriz 6ssea
mineralizada de 0sso bovino +
LLLT

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cada grupo foi subdividido de acordo com os periodos de observacédo de
07 (Sella et al., 2015), 30 e 60 dias (Rasouli et al., 2014), com 6 ratos em cada

subgrupo com base no calculo amostral. Esses periodos foram escolhidos tendo

em vista a acdo da LLLT na fase inicial de reparacédo tecidual e com a intencéo

de elucidar o processo de osteogénese a curto e medio prazo, e de remodelagédo a

longo prazo.
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3.2 Procedimento cirurgico

Para a realizacdo das cirurgias e eutanasia, 0s animais foram
anestesiados com uma solucdo de 13 mg/Kg de cloridrato de xilazina (Anasedan
— Ceva Brasil), substancia com propriedades sedativas e analgésicas, além de
relaxante muscular e 33 mg/Kg de ketamina base (Dopalen — Ceva Brasil),
anestésico geral, via intramuscular.

ApOos anestesia, foi realizada a tricotomia da regido superior da cabeca e
assepsia com clorexidina. Em seguida, uma incisdo longitudinal na pele, com
cerca de 1 cm foi feita ao longo da sutura sagital, expondo a calvaria. O
periésteo também foi incisado. Os tecidos moles foram afastados com o auxilio
de afastadores de tamanho adequado a regiédo de trabalho.

Em cada animal foi realizado um Unico defeito 6sseo de tamanho critico
com 5 mm de didmetro, com 19,62 mm? de area (Calixto et al., 2011; Nagata et
al., 2013), utilizando-se um motor elétrico que permite velocidade controlada
em 800 RPM e uma broca trefina sob constante irrigacdo com soro fisiologico
estéril (Figura 1a). Durante o procedimento cirdrgico houve cuidado para se
evitar danos a dura-mater ou ao seio sagital superior. Em seguida, utilizando-se
ponta de ultrassom em forma de lamina (W1-0-CVDentus) em um aparelho
piezocirurgico (DentSurg CVDentus Sao Jose, SP, Brasil) sob irrigacédo
constante foi confeccionada uma marcagdao em formato de “L” a 2 mm da borda
do defeito no local correspondente ao seu maior didmetro (Figura 1b), a
marcacdo entdo foi preenchida com amalgama (Figura 1c) (Messora et al.,
2008). Apos essa etapa, 0 biomaterial e a terapia com laser de baixa intensidade
foram colocados e realizados de acordo com o quadro 1 descrito anteriormente.

O tecido subcuténeo e a pele foram suturados com fio de seda 4,0 e foi



20

administrada uma medicacgédo analgésica (Dipirona Sodica Monohidratada - 150
mg/Kg, via subcutanea, a cada 08 horas por 48 horas). O dia da cirurgia foi

definido como dia zero.

Figura 1 — Representacao do procedimento cirdrgico

Legenda: A) marcacdo do defeito de tamanho critico; B) marcagdo em formato de “L” correspondente

ao maior didmetro do defeito; C) marca em “L” preenchida com amalgama.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.1 Modalidades de tratamento

No grupo C, os animais ndo foram submetidos a nenhuma modalidade de
tratamento, ficando no interior do defeito cirdrgico apenas o coagulo sanguineo,
servindo como grupo controle (Figura 2C).

O Bi0-Oss® (Geistlich Biomaterials GmbH) é um substituto 0sseo
xendgeno, que se caracteriza por ser uma matriz 6ssea mineral porosa de 0sso

bovino cortical ou esponjoso, granulacédo utilizada neste estudo: 0,25-1,0 um de
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diametro — 0,5 g (Stavropoulos et al., 2003; lezzi et al., 2008). O material foi
utilizado de forma que ocupou todo o defeito 6sseo realizado na cirurgia (Figura
2B).

Para a Terapia com Laser de baixa intensidade de laser de arsenieto de
galio e aluminio (GaAlAs, Laser DUO, MMOptics Ltda., Sdo Carlos — SP,
Brasil) com comprimento de onda de 660 nm, 30 mW, area de 0,04 cm? A
LLLT foi aplicada em 5 pontos de modo que toda a ferida cirdrgica recebeu o
tratamento uniformemente. Foram distribuidos 4 pontos de aplicacdo ao longo
das bordas da ferida cirdrgica em sentido horario de 3, 6, 9 e 12 horas,
respectivamente. E um ponto de aplicacdo localizado na regido central da ferida
cirargica (Figura 2L, 2B+L). A irradiacdo foi liberada por 12 segundos por
ponto (tempo total de exposicdo de 1 minuto), com uma densidade total de
energia de 45 J/cm?. A irradiagcdo com laser aconteceu durante o procedimento
cirdrgico em uma unica aplicacdo diretamente no defeito &sseo criado
cirurgicamente.

Em 07, 30 e 60 dias, os animais de cada grupo foram eutanasiados pela
aplicacdo de anestesia geral em dose triplicada, apos os testes de sensibilidade
os animais foram decapitados em guilhotina. Em seguida a calvaria foi removida

para analise.
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Figura 2 — Representagdo das modalidades de tratamento

Legenda: B= Grupo Bio-Oss®
baixa intensidade (LLLT), B+L= Grupo Bio-Oss® associado & Terapia com Laser de baixa
intensidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Processamento histologico

Para as analises histoldgica e histomorfométrica, a area operada foi
fixada em formol a 10% por um periodo maximo de 48 horas. Cada especime
foi catalogado. Em seguida teve inicio o processo de descalcificagcdo em &cido
formico (Merck KGaA, em Darmstadt, Alemanha) na concentragdo de 20%
(Rasouli et al., 2014), durante sete dias. Apos a descalcificacdo os espécimes
foram embebidos em parafina.

Os cortes foram realizados no sentido transversal das pecas assim que foi

observado o aparecimento de amalgama, sinalizando a regido de maior diametro
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do defeito. Os cortes continham espessura de 5 um e foram realizados de forma
semi seriado, intercalados pelos cortes de 4 um que seriam encaminhados para o
processamento imunohistoquimico.

No total, foram realizados cortes com 5 pum de espessura para confeccéo
de 10 laminas, cada uma contendo pelo menos trés cortes seriados, em seguida
esses cortes foram corados por hematoxilina-eosina e examinados em
microscopia de luz (Messora et al., 2008; Nunes et al., 2019). Para analise
histomorfométrica apenas trés das dez laminas de cada espécime foram
selecionadas, e de cada uma dessas trés laminas o melhor corte era escolhido
para a analise, totalizando trés imagens panoramicas para analise de cada
animal. A captura de imagens dos cortes foi a partir de um microscopio de luz
Axiophot 2 (Carl Zeiss Oberkdchen, Alemanha) acoplado a uma camera digital
AxioCam MRc 5 (Carl Zeiss Oberkdchen, Alemanha) que as transmite para o
programa computacional AxioVision Release 4.7.2. Um Unico examinador fez a
captura das imagens que receberam cddigos e posteriormente foram analisadas

por um outro examinador, permitindo o cegamento dos dados.

3.3.1 Histomorfometria

A anélise histomorfometrica foi realizada por um Unico examinador
devidamente calibrado. Seis cortes foram selecionados e nesses cortes uma
medida foi tirada, ap6s 24h as medidas eram novamente tomadas, essas medidas
foram submetidas ao teste de correlacdo de Pearson por um segundo pesquisador
e 0 examinador foi considerado calibrado até que o mesmo atingisse pelo menos

p=0,9 de concordancia entre os exames, neste caso 0 examinador atingiu p=0,98



24

de correlacdo entre as medidas. A andlise foi realizada em aumento de X5. As
medidas histomorfométricas foram realizadas a partir de foto micrografias
montadas em forma de uma fotografia panoramica onde era possivel visualizar o
defeito em toda a sua extensdo. A analise histomorfométrica foi feita com
utilizacdo do programa computacional AxioVision Release 4.7.2. O critério a
seguir foi utilizado para padronizar a analise das imagens digitais (Messora et
al., 2008): area total (em mm?) correspondente a area total do defeito cirtrgico
original, determinada pela identificacéo das superficies externa e interna do 0sso
original da calvaria e das bordas direita e esquerda do o defeito cirdrgico e, em
seguida, conectando-os com linhas desenhadas de acordo com suas respectivas

curvaturas (Figura 3).

Figura 3 — Delimitacdo da area total do defeito cirirgico para posterior analise

histomorfométrica do 0sso neoformado e fechamento do defeito

| 500pm

Fonte: Elaborado pelo autor.

O osso imaturo recém-formado foi identificado pela borda do defeito
adjacente ao osso lamelar original. A area déssea recém-formada (em mm?) foi

delineada dentro da area total do defeito. A area total foi considerada 100% da



25

area a ser analisada. As areas de neoformacdo dssea dentro dos defeitos foram
calculadas como uma porcentagem da area do defeito. O 0sso imaturo recém-
formado foi identificado pelo crescimento 6sseo no defeito adjacente ao 0sso
lamelar original. As imagens possuiram codigos que ndo permitiam a
identificacdo do grupo experimental ao qual pertenciam, possibilitando uma

analise cega dos dados. Foram feitas as seguintes medidas:

e Area total (AT): area total do defeito cirdrgico (mm?) (Figura 3).

eArea de neoformacao total (AN): proporcéo da area de neoformacio Ossea
dentro dos limites determinados entre as bordas do defeito em % (Figura 4).

eArea de neoformacio de osso lamelar (ANL): proporcéo de neoformagio
Ossea lamelar em % proxima as bordas do defeito no lado direito e esquerdo
(Figura 4).

eArea de neoformacdo oOssea intramembranosa (ANI): proporcdo de
neoformacdo Ossea intramembranosa em % na regido central do defeito,
separado do osso formado nas bordas (Figura 4).

eDitancia central entre as bordas de 0sso neoformado (MC): medida linear
em mm da distancia remanescente entre as bordas de osso neoformado (Figura
5).

eDisténcias entre as corticais formadas no 0sso neoformado: medida linear
em mm da distdncia remanescente entre as corticais ja formadas do 0sso

neoformado nas bordas, na regido superior (MCS) e inferior (MCI) (Figura 5).
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Figura 4 — Delimitacdo da &rea de neoformacdo dssea localizada dentro do

defeito cirurgico como analise histomorfométrica

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 5 — Delimitacdo das distancias remanescentes entre as bordas de 0sso

neoformado dentro do defeito cirdrgico

500 pm

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.3.2 Reacdes de imunohistoquimica

Para preparacdo da analise imunohistoquimica, foram confeccionados no
total 12 laminas com cortes semi seriados com 4 um de espessura e estendidos
em laminas previamente tratadas pelo 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma
Chemical CO. St. Louis, USA).

As amostras receberam processamento imunohistoquimico seguindo o
protocolo descrito: Os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol e
hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL). A
recuperacdo antigénica foi realizada atraves da imersdo das laminas histologicas
em tampéo citrato, pH 6,0 (EP-12- 20557 Easy Path), em camara pressurizada
(Decloakingchamber®, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) com dois ciclos
de temperatura, a 93°C, por 4 minutos e 70°C, por 25 segundos.

No final de cada etapa da reacdo imunohistoquimica, as laminas
histologicas foram lavadas em PBS-triton 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as
laminas foram imersas em 3% de peréxido de hidrogénio por 30 minutos para
bloqueio da peroxidase enddgena e blogueio dos sitios inespecificos,
respectivamente.

As laminas contendo amostras de cada grupo foram divididas em quatro
lotes, e cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-
RANKL - (1:100, Goat anti-RANKL, SC-7628, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA), anti-OPG (1:200, Goat anti-OPG, SC-8468, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-TRAP (1:100, Goat anti-TRAP,
SC-30833, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA).

Os anticorpos primarios foram colocados em solucdo diluente do

anticorpo (Spring ADS-125) e as laminas foram colocadas em uma camara
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umida durante 16-18horas a 4°C de temperatura. Os cortes histoldgicos foram
incubados com anticorpo secundario histofine (Easy Link one EP-12-20501) por
30 minutos em temperatura ambiente.

Foi realizada a revelagcdo utilizando-se como cromégeno o 3,3’-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories,
CA, USA) e a contracoloragdo com hematoxilina de Harris. Como controle
negativo, o0s espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos
anteriormente suprimindo-se a utilizagdo dos anticorpos primarios.

Um examinador treinado e cego aos tratamentos selecionou um corte
histolégico de cada um dos biomarcadores (RANKL, OPG e TRAP) de cada
especime para a analise da imunomarcacéo de reabsorcéo e neoformacgédo 0ssea
em um aumento de X40.

A éarea de analise foi delimitada da mesma forma que ocorreu no
processo de histomorfometria, entdo, foi realizada uma analise semiquantitativa
da imunomarcacao localizada apenas no 0sso neoformado no interior do defeito.
Nesta regido, foram contadas as celulas/area (Buduneli et al., 2007; Brasilino et
al.,, 2018) com marcacdo especifica para cada anticorpo baseando-se na
metodologia previamente descrita por Buduneli et al. (2007), no presente estudo

0s scores estabelecidos foram:

e (0 =sem marcacgéo

e 1 =baixa marcacdo (<8 células imunorreativas)

e 2 = marcacdo moderada (9 a 14 células imunorreativas)
e 3 =marcacdo intensa (15 a 20 células imunorreativas)

e 4 = marcagdo muito intensa (>20 células imunorreativas)
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3.4 Analise estatistica

Para andlise dos dados obtidos durante a analise histomorfométrica foram
obtidos 84 dados que foram submetidos a analise estatistica por meio dos
programas computacionais: MINITAB (Minitab, version 12.0, 1998) e
GraphPAd PRISM (verséo 6, 2013).

A estatistica descritiva consistiu no calculo de médias e desvio padrdo,
enquanto a estatistica inferencial consistiu no teste de anélise de variancia
(ANOVA) dois fatores (Tempo e Tratamento), efeito fixo. O estudo do efeito
interacdo foi conduzido por meio do grafico de meédias. O poder do estudo foi de
80%, e o nivel de significancia escolhido foi o valor convencional de 5%.

Ja para a andlise dos resultados da imunohistoquimica foi feita uma analise
semiquantitativa em forma de scores, onde os resultados foram dispostos em
graficos com porcentagem para visualizacdo da distribuicdo e proporcdo da

Imunomarcacao presente nos espécimes analisados.
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4 RESULTADO

Durante a realizacdo das cirurgias 04 espécimes foram a o6bito, sendo 02
espécimes do grupo B de 07 dias, e 02 do Grupo B+L de 07 dias, a causa das
perdas foi dada como indeterminada, os ratos vieram a Obito antes do efeito
anestésico passar.

Os demais animais utilizados para a pesquisa permaneceram em bom
estado de saude durante todo o periodo de experimento, ao final, foram

analisados os dados obtidos de 68 especimes.

4.1 Anélise histoldgica descritiva

Em 07 dias, foi possivel visualizar o defeito em toda sua extensdo sem
neoformacdo 6ssea com as bordas do 0sso nativo com nitidez em todos os
especimes (Figuras 6, 7, 8 e 10), porém, em poucos espécimes dos grupos L e
B+L foi possivel observar pequenas ilhas de matriz ostedide proximas as bordas
do defeito (Figuras 9 e 11), nos grupos C e L a regido do interior do defeito se
mostrou ocupado por coadgulo (Figuras 6 e 8).

Aos 30 dias apds a cirurgia foi possivel observar a presenca de
neoformacao 6ssea em todos os espécimes, e no geral de forma concentrada nas
regibes perto das bordas do defeito cirurgico (Figuras 12, 13, 15 e 17). Em
alguns especimes do B-30 dias € possivel visualizar novo osso formado entre os
espacos das particulas remanescentes de biomaterial (Figura 14), nos grupos L e

B+L é possivel observar novo osso formado de forma desorganizada ao lado e
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acima da borda do defeito cirdrgico, com vasos sanguineos (Figuras 16 e 18).

Em 60 dias, a maioria dos especimes apresentou neoformacéo déssea. No
grupo C os espécimes apresentaram novo 0sso formado de forma concentrada
nas bordas do defeito (Figura 19), enquanto que em muitos espécimes dos
grupos L, B e B+L foi possivel notar uma faixa estreita de 0sso neoformado ao
longo de quase toda a extensdo do defeito cirurgico, entretanto mais fina do que
0 0sso original da calvaria (Figuras 20, 21 e 22).

Também foi possivel observar em todos os grupos e periodos
experimentais, tecido conjuntivo denso e infiltrado inflamatorio que se estendia
por todo o defeito cirurgico.

Nos espécimes do Grupo B e do Grupo B+L, foi possivel notar a
presenca de espacos que seriam ocupados pelo biomaterial e/ou por particulas
residuais do biomaterial em 07, 30 e 60 dias (Figuras 7, 9, 13, 14, 17, 18, 20 e
22).

Figura 6 — Espécime do grupo C - 07 dias; fotomicrografia da visdo panoramica

do defeito cirdrgico

500 pm

Legenda: Coloragdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7 - Espécime do grupo B - 07 dias; fotomicrografia da visdo panoramica

do defeito cirlrgico

-~ 5

e

Legenda: coloragdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 - Espécime do grupo L - 07 dias; fotomicrografia da visdo panoramica

do defeito cirlrgico

Legenda: coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 — Espécime do Grupo L — 07 dias

- —

Legenda: fotomicrografia da matriz ostedide (seta preta) observada préximo as bordas (coloracéo
hematoxilina e eosina, aumento original X10).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Espécime do grupo B+L - 07 dias; fotomicrografia da viséo

Legenda: coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Espécime do Grupo B+L — 07 dias

Legenda: fotomicrografia da matriz ostedide (seta preta) observada proximo as bordas e entre o espaco
ocupado pelas particulas de biomaterial (b) (coloragdo hematoxilina e eosina, aumento original X10).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 12 - Espécime do grupo C - 30 dias; fotomicrografia da viséo

panoramica do defeito cirdrgico

Legenda: coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Espécime do grupo B - 30 dias; fotomicrografia da visao

panoramica do defeito cirdrgico

SSE LT

Legenda: coloragdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 — Espécime do Grupo B — 30 dias

= - e A et
Legenda: fotomicrografia do novo osso formado (*) no interior do defeito cirlrgico e espagos que
seriam ocupados por particulas do biomaterial (b) (coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento
original X 10.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Espécime do grupo L — 30 dias; fotomicrografia da visdo

panoramica do defeito cirdrgico

Legenda: coloragdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 — Espécime do Grupo L — 30 dias

Legenda: fotomicrografia do osso neoformado (*) ao lado e acima da borda do defeito (B), é possivel
visualizar a desorganiza¢do do 0sso novo em comparacdo ao 0sso original (*) e presenga de vasos
sanguineos (V) (colora¢do hematoxilina e eosina, aumento original X10).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17 - Espécime do grupo B+L - 30 dias; fotomicrografia da visao

panoramica do defeito cirdrgico

Legenda: Coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18 — Espécime do Grupo B+L — 30 dias

o

Legenda: fotomicrografia mostrando novo osso formado (*) ao lado da borda do defeito (B), é
possivel visualizar a desorganiza¢do do 0sso novo em comparagdo ao 0sso original (*) e presenca de
vasos sanguineos (v) (coloragdo hematoxilina e eosina, aumento original X10).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19 - Espécime do grupo C - 60 dias; fotomicrografia da visdo

panoramica do defeito cirdrgico

Legenda: Legenda: Coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 20 - Espécime do grupo B - 60 dias; fotomicrografia da visdo

panoramica do defeito cirdrgico

Legenda: Coloragdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 - Espécime do grupo L - 60 dias; fotomicrografia da viséo

panoramica do defeito cirdrgico

e Y .

N

Legenda: Coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 22 - Espécime do grupo B+L - 60 dias; fotomicrografia da visdo

panoramica do defeito cirdrgico

Legenda: Coloragdo por hematoxilina e eosina, aumento original X5.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.1 Analise histomorfométrica

Aos 7 dias os espécimes dos quatro grupos (C, B, L e B+L)
apresentaram resultados semelhantes em todas as medidas feitas (Tabela 1).

Em 30 dias, no parametro da Area Total do Defeito (AT) o grupo C
demonstrou diferenca estatica significativa relativa aos grupos B (Cvs.B, p=
0,0001) e B+L (Cvs.B+L, p= 0,0046), o grupo L demonstrou ser
estatisticamente semelhante ao grupo C, porém estatisticamente diferente e
inferior apenas ao grupo B (Lvs.B, p=0,0399), enquanto que B+L e B
resultaram como semelhantes estatisticamente. Os pardmetros da Area de
Neoformacio (AN) e Area de Neoformacdo Lamelar (ANL) apresentaram
resultados estatisticos semelhantes, em ambos os pardmetros os grupos C e L
apresentaram-se semelhantes estatisticamente, sendo os valores superiores ao do
grupo B e semelhantes ao do grupo B+L, que por sua vez resultou em
semelhanca estatistica com o grupo B (Tabela 1). Na medida da proporcao da
Area de Neoformacio Intramembranosa (ANI) ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as modalidades de tratamento.

Com relacdo aos parametros lineares aos 30 dias, na Medida Linear
Central (MC), os grupos C e L apresentaram os menores valores, esses valores
se demonstraram ser estatisticamente diferentes ao apresentado pelo grupo B;
que por sua vez se apresentou como semelhante de B+L, sendo este utlimo
também semelhante aos valores apresentados pelos grupos C e L. Na Medida
linear entre Cortical Superior (MCS) o grupo C demonstrou resultados
estatisticamente superiores e significativos em comparagdo aos grupos B, L e

B+L. Na Medida linear entre Cortical Inferior (MCI) ndo houve diferencas
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estatisticas significativas entre os valores apresentados pelos grupos de
tratamento.

Em 60 dias, no parametro Area total do defeito (AT) os grupos B e B+L
demonstraram diferencas estatisticamente significativas e superiores ao grupo C
(Cvs.B, p=0,0246, Cvs.B+L, p=0,0062), o grupo L demonstrou resultado
estatistico semelhante a todos os outros grupos (Figura 22). Com relagdo a
proporcdo de Neoformacao 0ssea (AN) os grupos C e L apresentaram resultados
semelhantes, e superiores e estatisticamente significativos aos grupos B e B+L
(Tabela 1, e Figura 23). Na Area de neoformagéo dssea lamelar (ANL) o grupo
C apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo B e B+L, e
semelhante ao grupo L, este ultimo ndo apresentou diferenca estatistica com o0s
grupos B e B+L.

Com relacdo as trés medidas lineares, aos 60 dias 0s grupos
apresentaram fechamento da ferida cirargica de forma semelhante e no geral
superiores aos periodos de observacdo de 07 e 30 dias, mesmo sem diferencas

estatisticas significantes (Figura 24).
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Tabela 1 - Resultados das analises histomorfométricas dos espécimes apés 07,

30 e 60 dias dos tratamentos realizados

Tempo C B L B+L
AT O7dias  2,19+0,84 Aa 1,60+0,44 Aa 1,66+0,69 Aa 1,61+0,40 Aa
(mm?) 30dias  1,070,29 Ba 3,05+1,4 Bb 1,88+0,50 Aac  2,58+0,75 ABbc
60 dias 1,76%0,40 Aa 3,02+0,63 Bb 2,45+0,53 Aab 3,23£1,01 Bb
AN 07 dias 0,03+0,07 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
(%) 30 dias 0,25+0,11 Ba  0,06+0,04 ABb 0,28+0,22 Ba  0,14+0,09 ABab
0 60 dias 0,37+0,97 Ba 0,19+0,07 Bb 0,39+0,13 Ba 0,22+0,06 Bb
ANL 07 dias 0,01+0,02 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
(%) 30 dias 0,2+0,07 Ba 0,05+004 ABb 0,21+0,13 Ba 0,1+0,05 ABab
° 60 dias 0,3+0,11 Ca 0,16+0,05 Bb 0,26+0,13 Bab 0,2+0,05 Bab
ANI 07 dias 0,02+0,05 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
(%) 30 dias 0,04+0,04 Aa 0,01+0,01 Aa 0,07+0,13 Aa 0,04+0,04 Ba
° 60 dias  0,07+0,09 Aa 0,03+0,03 Aa 0,13+0,11 Aa 0,01+0,01 Ba
mc O7dias  3,23+0.73Aa  2,89+080 ABa  2,29+0,40 Aa 2,90+0,57 Aa
(mm) 30 dias 2,2840,76 ABa  3,74+0,57 Ab 2,25+1,27 Aa  3,02+1,04 Aab
60 dias  1,58+0,27Ba  1,92+0,58 ABa  0,96+0.86 Ba 1,96+0,70 Aa
Mces O7dias  339+0,92Aa  2,90£0,65 ABa  2,45+0,56 Aa 3,42+1,07 Aa
(mm) 30dias  2,51+0,79 Aa 4,00+0,82 Ab 2,67+1,27 Ab 3,08+0,99 Ab
60 dias  2,23+0,64 Aa  2,24+0,71 ABa  1,52+1,05 Aa 2,19+0,92 Aa
mcy 07dias 303060 Aa  283+091 ABa  2,28+0,40 Aa 2,69+0,83 Aa
(mm) 30dias  2,51+0,75 Aa 3,43+0,47 Aa 2,58+1,18 Aa 2,43+1,33 Aa
60 dias  2,10+0,22 Aa  1,77+0,84 ABa  1,44+1,02 Aa 2,12+0,60 Aa

Legenda: Dados representados estdo em média e desvio padréo.
AT: &rea total do defeito.
AN: proporcdo da area de neoformacéo 0ssea dentro do defeito.

ANL.: proporcéo da area de neoformacao 6ssea lamellar.

ANI: proporcao area de neoformacdo 6ssea intramembranosa.

MC: distancia central entre as bordas de 0sso neoformado.
MCS: distancia entre as corticais superiores formadas no 0sso neoformado.

MCI: distancia entre as corticais inferiores formadas no 0sso neoformado.

Letras mailsculas diferentes -

parametro — p<0,05 - Two Way Analysis of Variance.

Letras minusculas diferentes -

parametro — p<0,05 - Two Way Analysis of Variance.
Fonte: Elaborado pelo autor.

diferenca significativa na andlise intragrupo para cada

diferenca significativa na andlise intergrupo para cada
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Figura 22 — Média e Desvio Padrdo da Area total do defeito (AT) em mm?
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Legenda: (*) representa diferenca estatistica significativa intergrupo do Grupo Controle (C).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23 — Média e Desvio Padrdo da Proporcio de Area de Neoformagio

Ossea (AN) em porcentagem
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Legenda: (*) diferencas estatisticas significativas intergrupo para o Grupo Controle (C) (p<0.05), (8)
diferencas estatisticas significativas intergrupo para o Grupo Laser (L) dentro do mesmo periodo
(p<0.05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24 — Médias das distancias centrais entre as bordas do 0sso neoformado
no interior do defeito (MC) em mm
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Anélise imunohistoquimica

Os espécimes apresentaram imunomarcac¢ao do biomarcador OPG intra e
extracelular tanto em osteoblastos em processo de neoformacédo 0ssea, quanto
em ostedcitos aprisionados no interior do osso neoformado. Aos 07 dias, foi
possivel observar imunomarcacdo para OPG em ostedcitos presentes em 0SS0
original préximos as bordas do defeito, essa marcacdo apresentou-se de forma
moderada em alguns espécimes do grupo L e leve em alguns espécimes dos
grupos B, B+L e C; e esse padrdo continuou a ser observado nos periodos de 30
e 60 dias. Nos grupos B e B+L era comum encontrar matriz ostedide com
imunomarcacdo proxima aos espagos remanescentes do biomaterial (Figura
24a), as imunomarcacdes para OPG encontravam-se em sua maioria em 0SSO

neoformado proximo as bordas dos defeitos cirurgicos (Figura 24b).
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Aos 7 dias, a imunomarcacdo do biomarcador OPG apresentou-se com
scores com maior porcentagem de marcagdo nos grupos B (score 1- 75%; score
2 - 25%) e B+L (score 1 - 50%; score 2 - 25%; score 3 - 25%), enquanto nos
grupos L e C os espécimes apresentaram score entre 0 e 2, sendo que no grupo L
77% dos espécimes apresentaram score 0, e no grupo C 50%. Aos 30 dias a
porcentagem de scores elevados teve leve aumento nos grupos B (score 3 —
50%) e B+L (score 3 — 50%; score 4 — 18%), e grande aumento no grupo C
(score 3 — 16%; score 4 — 34%), no grupo L os espécimes mantiveram-se no
mesmo padrdo de imunomarcacdo que aos 07 dias. Aos 60 dias a porcentagem
da imunomarcacdo nos grupos B e B+L comecou a diminuir com alguns
especimes apresentando score 0 (16%), porém em sua maioria mantiveram-se
com scores elevados (B score 4- 34%, B+L score 4 — 50%); enquanto que o
grupo L apresentou leve aumento tendo especimes de score 1 (84%) e 2 (16%),
a imunomarcacdo se manteve estavel no grupo C ao apresentar score 1 (100%)
(Figura24 c,dee).
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Figura 24 — Fotomicrografias da imunomarcacgdo para o biomarcador OPG na
regido de osso neoformado dentro do defeito e Graficos da porcentagem da
imunomarcagcdo de OPG presente no 0sso neoformado dentro do defeito

cirurgico nos tempos de 07, 30 e 60 dias
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Legenda: a) Grupo B 60 dias — marcag&o intracelular em osteoblastos em regido de osso neoformado e
da particula de biomaterial proximo a borda direita do defeito cirtrgico (aumento original de X20). b)
Grupo L 60 dias — marcacdo extracelular em regido de osso neoformado proximo a borda esquerda do
defeito cirdrgico (aumento original de X40). (—) marcagdo célula/area imunorreativa, (*) 0sso
neoformado, (*) osso original, (—) borda do defeito cirdrgico, (B) biomaterial. ¢) Grafico OPG-07d
mostrando a distribuicdo dos Scores (em porcentagem) referente ao padrdo de imunomarcagédo; d)
Gréfico OPG-30d mostrando a distribuicdo dos Scores (em porcentagem) referente ao padrdo de
imunomarcacao; e) Grafico OPG-60d mostrando a distribuicdo dos Scores (em porcentagem) referente
a0 padréo de imunomarcago.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observado imunomarcagéo intra e extra celular para o biomarcador

RANKL, foi possivel observar algumas células marcadas em tecido conjuntivo
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préximo ao o0sso neoformado localizado dentro do perimetro delimitado do
defeito (Figura 25a), porém as areas com marcacgdo extra celular estavam em sua
maioria concentradas no 0sso neoformado proximo as bordas do defeito
cirargico (Figura 25b). Em o0sso original, os espécimes aos 7 dias apresentavam
baixa imunomarcacdo para RANKL.

Aos 7 dias, 0s espécimes apresentaram imunomarcac¢ao do biomarcador
RANKL ateé score 2 nos grupos C (17%) e L (16%), e até score 1 nos grupos B
(75%) e B+L (50%). Aos 30 dias a porcentagem de imunomarcagdo aumentou
em todos os grupos, sendo mais consideravel nos grupos L (score 1- 84%; score
4 — 16%) e C (score 1- 68%; score 2- 16%; score 4 — 16%), o score 3 foi 0
maior obtido no grupo B+L (50%). Aos 60 dias a porcentagem de
imunomarcacdo do RANKL se apresenta de forma dividida no grupo B onde
16% dos espécimes apresentaram score 0 e outros 16% score 1, mas a maioria
apresentou score 3 (34%) e 4 (34%), a porcentagem da imunomarcacdo no
grupo B+L teve leve aumento, 34% dos espécimes apresentaram score 4,
enquanto 34% apresentou score 2, e o restante 1. No grupo L, a porcentagem da
imunomarcacao caiu (score 1 — 68%, score 2 — 32%), no grupo C todos os

especimes obtiveram score 1 (Figura 25 ¢, d e e).
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Figura 25 — Fotomicrografias da imunomarcacdo para o biomarcador RANKL
na regido de 0sso neoformado dentro do defeito e Graficos da porcentagem de
imunomarcagdo de RANKL presente no osso neoformado dentro do defeito

cirurgico nos tempos de 07, 30 e 60 dias
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Legenda: a) Grupo L 60 dias — marcacéo intracelular em células do tecido conjuntivo na regido central
do defeito cirargico (aumento original de x40). b) Grupo L 60 dias — marcacéo extracelular ao redor de
osteoblastos/ostedcitos em 0sso neoformado proximo a borda direita do defeito cirdrgico (aumento
original de x40). (—) marcagdo célula/area imu