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VALENTINI NETO, R. Avaliagdo do cimento de fosfato-carbonato de calcio
no reparo 0sseo de defeitos nao-criticos em tibia de rato. Andlise
histologica, histométrica e imunoistoquimica. [Dissertacdo] — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Aracgatuba, 2009.

Resumo

Proposicéao: Este estudo teve como objetivo avaliar, através de estudo microscopico
por analises histolégica, histométrica e imunoistoquimica, 0 comportamento 6sseo
frente & presenca de cimento de fosfato-carbonato de célcio em defeitos
experimentais.

Materiais e Método: Foram confeccionados defeitos ndo-criticos em tibias de 30
ratos machos adultos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), em dois grupos, Controle
e Tratado. As laminas foram obtidas nos periodos de 10, 20 e 30 dias pOs-
operatorios e as imagens teciduais foram analisadas qualitativa e quantitativamente.
Resultados: Nao houve diferenca estatistica na area de neoformacéo 6ssea entre
0S grupos controle e tratado (P=0,258) e entre a expressdo de RANK-L e OPG
(P=0,589). Observou-se também areas minimas de invasédo de tecido conjuntivo e
periosteo com presenca tardia do cimento em areas distintas do defeito.

Concluséo: De acordo com a metodologia aplicada, foi possivel concluir que o uso
de cimento de fosfato-carbonato de calcio néo alterou significativamente o processo

de regeneracédo 6sseo em tibias de rato.

Palavras-chave: Cimentos para 0ssos. Carbonato de célcio. Substitutos Gsseos.
Regeneracao 6ssea.



VALENTINI NETO, R. Evaluation of calcium phosphate-carbonate cement
in bone repair of non-critical defects in tibia of rat. Histologic and
histometric analysis. [Dissertation] - University of Dentistry, UNESP - S&o
Paulo State University, Aragatuba, 2009.

Abstract

Proposition: This study had as objective evaluates, through histological, histometric
and imuno-histochemical microscopic analysis, the bone behavior face to the
presence of calcium phosphate-carbonate cement in experimental defects.

Materials and Method: Non-critical defects were made in tibias of 30 adult male rats
(Rattus norvegicus albinus, Wistar), in two groups, Control and Treated. The slices
were obtained in the periods of 10, 20 and 30 postoperative days. The snapped
images were quantitative and qualitative analyzed.

Results: There was not statistics difference in the bone formation area (AO) between
the groups control and treated (P=0,258) and between RANK-L and OPG
expressions (P=0,589). It was also observed minimal areas of invasion of conjunctive
tissue and periosteum with presence of the cement in areas different of the defect.
Conclusion: In agreement with the applied methodology, it was possible to conclude
that the use of calcium phosphate-carbonate cement didn't alter significantly the

process of bone repair in rat tibias.

Key words: Bone cement. Calcium carbonate. Bone substitutes. Bone regeneration.
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1 Introducéo’

Patologias como deformidades dento-faciais congénitas, neoplasias e injurias
por trauma, quando tratadas cirurgicamente, podem resultar em defeitos 0sseos que
culminardo em déficits funcionais e estéticos. A correcdo destes defeitos consiste na
restauracdo das estruturas perdidas, podendo ser substituidas por implantes dos
mais variados materiais aloplasticos ou enxertia de 0ssos. Sem duvida, o uso de
enxerto autégeno é considerado a melhor alternativa para correcdo destes defeitos.
No entanto sua utilizacdo estd associada a significantes desvantagens, incluindo
morbidade no sitio doador, perda sanguinea, imprevisibilidade na reabsorcdo e
aumento do tempo operatério?, além de disponibilidade limitada em casos de
grandes reconstrucdes®>. Devido a estas desvantagens, grande parte das pesquisas
recentes tem empreendido tempo em desenvolver materiais aloplasticos capazes de
substituir osso em reconstrugbes cranio-faciais, suplantando as limitacdes dos
enxertos autégenos, por permitirem quantidade ilimitada de material disponivel,
facilidade no preparo e uso, e diminuicdo potencial de morbidade em um segundo
sitio cirdrgico®.

Os compostos de apatita geralmente utilizados em reconstrucdes séo
altamente cristalinos e biologicamente inertes, resultando em limitagcbes na
capacidade de serem substituidos por osso nativo. A partir do final da década de
noventa, estudos demonstraram que uma nova forma de cimento de fosfato-
carbonato de calcio (NORIAN CRS; Synthes Maxillofacial, USA), poderia ser
satisfatoria no uso em defeitos craniofaciais. O fosfato de calcio possui propriedades

gue o transformam em um substituto ésseo de interesse para reconstru¢do, como

" Normas da revista Journal of Oral and Maxillofacial Surgery (Anexo B).
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osteocondutividade, reabsorbilidade e resisténcia mecanica®®. Para otimizar a
regeneracao 0ssea, principalmente em grandes defeitos ou em casos de fraturas
Osseas, € importante a presenca de um material que seja reabsorvivel e que
promova reparacao’.

Os cimentos de fosfato de calcio sdo a segunda geracdo de substitutos
0sseos de hidroxiapatita. Ha nos Estados Unidos pelo menos quatro cimentos de
fosfato de célcio aprovados pelo FDA para uso clinico® e, mais recentemente, o
cimento de fosfato monocalcico, quimicamente mais estavel, Norian Craniofacial
Repair System monocalcium phosphate bone cement (Synthes Maxillofacial, West
Chester, Pa.), tém sido usado para reparo cirlirgico de defeitos 6sseos®*?.

Grande parte dos trabalhos encontrados na literatura demonstrando as
propriedades dos cimentos de fosfato-carbonato de calcio realiza uma variedade de

testes biomecanicos e fisicos'®*

, porém ndao inclui analises moleculares e celulares
da resposta tecidual esclarecedoras. O uso da imunomarcacdo destas proteinas
moduladoras da biologia 6ssea para nos indicar a tendéncia das respostas
biologicas e celulares na presenca do cimento de fosfato-carbonato de calcio,
comparados a reparacdo tecidual sem a presenca do mesmo, elucidando o
comportamento tecidual frente ao trauma e a presenca do referido material, foi o

objetivo maior deste trabalho, buscando colaborar com a comunidade cientifica

atuante neste campo.
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2 Proposicao

A proposta deste estudo foi avaliar a regeneragao 6ssea de defeitos criados
cirurgicamente em tibias de ratos preenchidos com cimento de fosfato-carbonato de

calcio, através de andlises histologica, histométrica e imunoistoquimica.
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3 Material e Método

Para o presente estudo foram utilizados 30 ratos machos brancos (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), adultos e peso corporal de 250 a 300 g. Os animais
foram mantidos em gaiolas com dieta padrdo de racdo solida e agua ad libitum, em
condigbes de temperatura ambiente, no Biotério do Departamento de Cirurgia e
Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP. Os animais
foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP.

Esse estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdao Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), tendo sido submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP (Anexo A).

Em cada animal, foram confeccionados dois defeitos 6sseos, com diametro
de broca tronco-cbnica carbide cirdrgica no. 703 (2,1mm), até o rompimento
completo da cortical 6ssea, sendo um defeito em cada face medial das tibias, que
constituiram dois grupos experimentais:

Grupo Controle — Na tibia direita, foi confeccionado o defeito, como descrito

anteriormente, sendo preenchido apenas por coagulo local.

Grupo Tratado — Na tibia esquerda, confeccionado o defeito, procedeu-se o
preenchimento com cimento de fosfato-carbonato de calcio NORIAN CRS (Synthes
Maxillofacial, USA)(FIGURA 1), manipulado e preparado rigorosamente conforme as
instrucdes do fabricante. Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas
prévias ao procedimento cirdrgico e receberam anestesia geral pela combinacdo de

70mg/kg de Ketamina intramuscular (Francotar — Vibrac do Brasil Ltda, S&o Paulo,
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Brasil) e 6,5mg/Kg de cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer SA — Saude Animal,

Séo Paulo, Brasil).

Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilizagdo do
instrumental a ser utilizado, delimitacdo da area a ser operada por campos estéreis,

uso de aventais e luvas cirirgicas estéreis.

Procedimento Cirargico

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados na sala cirdrgica do
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP.

ApOs a sedacgédo dos animais, foi realizada tricotomia das por¢gées mediais das
tibias e anti-sepsia da regido a ser incisada com Polivinil Pirrolidona lodo
Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto),
sucedido por Polivinil Pirrolidona lodo Tépico 10% (Riodeine Tépico, Rioquimica,

S&o José do Rio Preto).

Foi realizada uma incisdo com uma lamina namero 15 (Feather Industries
Ltda, Tokyo, Jap&do) montada em cabo de bisturi n°3 (Hu-Friedy, Alemanha), de
aproximadamente 3 cm de comprimento, na por¢cdo medial da tibia, e, a seguir, 0s
tecidos moles foram divulsionados e afastados com o auxilio de descoladores de
periosteo, expondo 0 0sso para confeccdo do defeito (Figura 2).

No defeito correspondente ao grupo controle, foi aguardado o preenchimento
apenas com coagulo sanguineo. O defeito correspondente ao grupo tratado foi
preenchido com o cimento de fosfato-carbonato de calcio. Os tecidos foram
suturados em planos empregando-se fio mononylon 5-0 (Ethicon, Johnson Prod.,
Séo José dos Campos, Brasil) com pontos continuos no plano profundo e com

pontos interrompidos no plano epitelial. Apds a sutura foi realizada nova anti-sepsia
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da area com Polivinil Pirrolidona lodo Topico 10% (Riodeine tépico, Rioquimica, Sao
José do Rio Preto).

No pos-operatorio imediato o0s animais receberam administragdo
intramuscular de Pentabiotico® (Wyeth-Whitehall Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil).
Nenhuma restricdo alimentar ou de movimentacgao foi imposta aos animais, 0s quais

foram mantidos em gaiolas durante todo o experimento.

Sacrificio e coleta do material

Os animais foram sacrificados com uma dose trés vezes maior que a dose
para acao anestésica (0,25mg/kg) de Tiopental sédico (Laboratério Abott do Brasil
Ltda) administrada por via intramuscular, nos periodos pés-operatérios de 10, 20 e
30 dias, com 5 animais em cada periodo experimental correspondente para 0s
grupos Controle e Tratado. As tibias foram removidas e o tecido mole excedente
eliminado.

Processamento Laboratorial

As pecas foram fixadas em solucdo de formol tamponado 10% durante 48
horas, a temperatura ambiente. Passado este periodo, as pecas foram
descalcificadas em &cido etileno-diamino-tetracético (EDTA) a 18% por
aproximadamente 60 dias, a temperatura ambiente, com trocas semanais da
solucéo. Apos a descalcificacdo completa das pecas, estas foram lavadas em agua
corrente por 24 horas e passaram pelas etapas de desidratacdo, diafanizacao e
inclusdo em parafina, para posterior obtencdo dos cortes com 5um de espessura,
realizados em micrétomo. Os cortes, longitudinais e abrangendo toda a extenséo do
defeito, foram montados nas laminas utilizando-se solugao de albumina.

Parte dos cortes obtidos foi corada por hematoxilina e eosina, para realizacao
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das analises histologica e histométrica do tecido ésseo formado ou ndo na regiao do
defeito e outra parte foi submetida ao método de deteccéo pela imunoperoxidase.

O processamento imunoistoquimico foi realizado no Laboratério de
Imunoistoquimica em Tecido Osseo do Departamento de Cirurgia e Clinica
Integrada da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP, financiado pela
FAPESP (processo 04/07562-5).

As reacdes imunoistoquimicas foram realizadas com o objetivo de detectar a
presenca de osteoprotegerina (OPG) e da proteina ligante do receptor ativador fator
nuclear kB (RANK-L), proteinas que sinalizam as respostas de reabsorcdo e
neoformagéo 6ssea nas células do tecido 6sseo.

Apébs o preparo do tecido através do bloqueio da peroxidase endogena e
blogueio das reacdes inespecificas, foram realizadas as incuba¢fes dos anticorpos
primérios, tomando-se o cuidado para realizar a incubacdo de um anticorpo
especifico por lamina histologica. Os anticorpos primarios utilizados foram anticorpos
policlonais produzidos em cabras e contra as proteinas Osteoprotegerina (SC
21038) e RANK L(SC 7626) ambos os anticorpos primarios sdo de fabricacdo de
Santa Cruz Biotechnology.

O anticorpo secundario utilizado foi o anticorpo biotinilado anticabras,
produzido em coelhos (Pierce Biotechnology). O sinal das rea¢des foi amplificado,
utilizando-se o kit Streptavidina-Biotina (DAKO), e a revelacdo das reacfes foi
realizada através da Diaminobenzidina (DAKO) como cromégeno. A revelacdo pela
diaminobenzidina foi blogueada em agua destilada; os cortes receberam contra
coloracdo por hematoxilina de Harris, e foram desidratados e imersos em xilol para
montagem das laminulas com Permount.

As células positivas para seus respectivos anticorpos foram coradas em
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marrom (diaminobenzidina). A porcentagem de células positivas para as proteinas
analisadas foi avaliada através da contagem manual das células marcadas em areas
previamente determinadas, que sabidamente estdo envolvidas na dinamica do
tecido 0sseo, e foram estabelecidos escores.

Para a realizacdo das mensuragdes, foi utilizado um microscopio optico com
objetiva de aumento de 10/0,25 Axiolab (Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma
camera de captacao de imagem (AxioCam MRc-5 Zeiss, Alemanha) e conectado a
um microcomputador Pentium IV com software analisador de imagens digitalizadas
AxioLab Release 4.5 (Zeiss, Alemanha). As imagens digitalizadas foram gravadas
em arquivos TIFF e analisadas através do software de quantificagcdo ImageJ 1.40g
(National Institutes of Health, USA). Através do software ImageJ, as imagens foram
processadas em imagens de 8-bit color (Figura 3). As areas de interesse foram
selecionadas pela ferramenta Wand tracing e medidas em pixels quadrados.

Foi avaliada a area de tecido 6sseo presente (AO) dos bordos ao centro dos
defeitos. Os dados obtidos nas analises foram transformados de valores absolutos,
de pixels, para valores porcentuais relativos. Para a comparacédo entre os valores
meédios obtidos nos diferentes grupos e periodos experimentais, foram realizados os
testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney por meio do programa estatistico Sigma
Stat, v 3.10 (Systat, USA).

A expressdo das proteinas osteoprotegerina (OPG) e proteina ligante do
receptor ativador do fator nuclear kB (RANK-L), envolvidas na biologia éssea de
remodelacéo™, foi quantificada através de escores semi-quantitativos (Tabela 2),
sendo assumidos os valores 0 para nenhuma expresséo, 1 para expressao leve, 2
para expressdo moderada e 3 para expressao protéica fortemente marcada nas

laminas. As médias dos dados obtidos foram submetidas a testes estatisticos nao-



parameétricos de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.
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4 Resultado

Analise Qualitativa

Aos 10 dias Pos-operatorios

Grupo Controle: Apresentou intensa proliferacdo e diferenciacdo 6ssea
recobrindo quase toda a cavidade, permanecendo, apenas na regido central, tecido
conjuntivo rico em fibras colagenas e vasos sanguineos. Esta proliferacdo 6ssea era
constituida por um trabeculado delgado, com espacos medulares amplos e intensa
atividade osteoblastica (Figuras 4 e 5).

Grupo Tratado: Observou-se a permanéncia do cimento em &reas do defeito,
envolvido por nenhum tecido conjuntivo com caracteristicas de reacdes
inflamatdrias. Em varias regides, o material encontrou-se envolto por tecido 6sseo
imaturo. A proliferacdo 6ssea era constituida por trabeculado discretamente menos
delgado quando comparado ao grupo controle, com espagos medulares amplos e

intensa atividade osteoblastica (Figuras 6 e 7).

Aos 20 dias Pds-operatorios

Grupo Controle: O processo de reparo apresentou-se praticamente completo,
com tecido 6sseo neoformado caracterizado por cortical reorganizada em quase
todas as laminas. Amplos espacos intertrabeculares ainda sao vistos (Figuras 8 e 9).

Grupo Tratado: Observou-se a permanéncia do cimento em areas adjacentes
ao defeito, envolvido por tecido com caracteristicas de neoformacao 6ssea periférica
aos “nucleos residuais” do cimento. A proliferacdo 0ssea era constituida por um

cortical mais espessa e em quantidade significativa (Figuras 10 e 11).
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Aos 30 dias Pds-operatorios

Grupo Controle: O processo de reparo apresentou-se completo, com tecido
0sseo neoformado e cortical remodelada (Figuras 12 e 13).

Grupo Tratado: Ainda observou-se a permanéncia do cimento em areas do
defeito ou adjacentes, envolvido por tecido com caracteristicas de neoformacédo
Ossea periférica ao cimento remanescente. A proliferacdo 6ssea na cortical estava

completa, porém mais discretamente delgada (Figuras 14 e 15).

Analise Quantitativa

Em relacdo a variavel AO (Tabela 1), notou-se grande variacdo dos valores
percentuais médios que (Figura 16), nos levou a utilizagdo de procedimentos
estatisticos ndo-paramétricos de andlise dos dados. O teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado e nao identificou diferenca significativa entre as AO dos grupos, em todos
os periodos (p=0,200). Aplicou-se também a o teste de Mann-Whitney, comparando
grupo a grupo por periodo, que confirmou a auséncia de significaAncia estatistica

entre a diferenga de AO nos grupos avaliados (p=0,258).

Analise Imunoistoquimica Semi-Quantitativa

Na analise semi-quantitativa (Tabela 2), a expressao das proteinas RANK-L e
OPG (Tabela 3) foi avaliada e comparada de maneiras distintas. Dentro do grupo
controle, conforme o esperado no reparo fisiolégico, observou-se através do teste de
Mann-Whitney, a auséncia de diferengca estatisticamente significante entre a

expressdo de OPG(FIGURA 18) e RANK-L(FIGURA 19) (P=0,519). No grupo
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tratado, a diferenca entre as expressdes das duas proteinas analisadas, atraves do
mesmo teste ndo-paramétrico, também ndo foi estatisticamente significante
(P=0,589). Comparando-se a expressao das proteinas OPG e RANK-L (Figuras 20 e
21), entre os grupos tratado e controle, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante (P=0,589) utilizando-se o teste ndo-paramétrico de analise de variancia

de Kruskal-Wallis.
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5 Discussao

Atualmente, ha grande interesse no desenvolvimento de materiais capazes de
ajudar no reparo 6sseo. O desenvolvimento e popularizacdo de tratamentos como
implantes dentais endésseos aumentaram a demanda de enxertos de 0sso. Com o
propoésito de avaliar os diferentes substitutos 6sseos, foram empregadas numerosas
metodologias. Moghadam em 2004'® e Clokie em 2002 avaliaram biomateriais
alogénicos e aloplasticos, inclusive cimento de fosfato de célcio, em calvaria de
coelhos, usando coagulo como grupo de controle em defeitos circulares de 15 mm.
Estes autores obtiveram resultados onde a porcentagem de formacgéo de 0Sso no
grupo tratado com o biomaterial era mais baixa (17.11%). Varios estudos tém
mostrado que, apesar de possuirem propriedades biolégicas boas, os cimentos de
fosfato de célcio ndo possuem resisténcia fisica suficiente para defeitos criticos,
sendo o limite de 4,5 cm2, estabelecido para o cimento avaliado pela FDA™,
Defeitos excessivamente grandes também podem conduzir para formacao de tecido
fibroso e neoformacéo insuficiente®®.

No estudo presente, o preenchimento natural do defeito por coégulo
sanguineo local serviu como o grupo de controle devido a sua representacdo do
reparo fisiolégico. Os resultados obtidos, analisados estatisticamente, demonstraram
nao haver diferenca entre a formacado de o0sso nos grupos tratado e controle. No
entanto, observando-se as laminas do grupo tratado, percebeu-se uma discreta
imaturidade do tecido 6sseo neoformado, nos tempos mais avan¢ados, conforme
outros resultados® descritos na literatura cientifica.

E sabido que o cimento progressivamente perde forca e cristalinidade com o

passar do tempo®®. Juntando-se a isto, na andlise imunoistoquimica, percebeu-se
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um aumento na expressao de RANK-L e OPG no ultimo periodo do grupo tratado
(Figuras 18 e 19). Pode-se inferir, a partir destas informacdes, que possivelmente o
organismo, neste periodo mais avangado, continuou a reabsorver/remodelar (0sso e
material) por ac&o osteoclastica™® e a depositar matriz calcificada, em substituicdo as
areas ocupadas pelo cimento. Em algumas laminas pdde-se notar deslocamento do
biomaterial para dentro do canal medular da tibia ou até mesmo a deposicdo
subperiosteal do material sobre a cortical (Figura 17), no entanto, houve formacéo
de 0sso nestas regides para onde o cimento se deslocou. O cimento demonstrou-se
eficaz como osteocondutor e como barreira biolégica para tecido conjuntivo em
defeitos ndo-criticos, permanecendo tardiamente no sitio receptor e sendo
substituido com o decorrer do tempo.

A descoberta relativamente recente do receptor ativador do fator nuclear kB
(RANK) e seu ligante (RANKL) tem esclarecido o processo de diferenciagao
osteoclastica?®>. O RANKL se liga ao RANK sobre a superficie das células
osteoclasticas. A osteoprotegerina € um fator inibitério da osteoclastogénese, por
competicio ao RANK. Tanto a RANKL como a OPG atuam como reguladores
positivo e negativo da osteoclastogénese, respectivamente, e acredita-se em acao
reguladora concomitante na remodelacéo 6ssea®>??. Nos resultados da anélise semi-
guantitativa, a expressao das proteinas RANK-L e OPG manteve-se sem diferencas
estatisticamente significantes entre 0os grupos, permanecendo o0 comportamento
celular no reparo frente a presenca do material sem diferenca significativa do
comportamento fisioldgico. Confirmou-se o equilibrio na expressao das proteinas
observadas no estudo, corroborando com os achados histolégicos e histométricos.
Apesar de estatisticamente insignificante, percebeu-se aumento na expressao de

OPG no periodo de 30 dias no grupo tratado (Figura 18), enquanto no mesmo
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periodo do grupo controle, observou-se reducdo. Este aumento talvez seja devido a
tentativa do organismo de compensar o aumento de RANK-L (Figura 19), também
observado aos 30 dias do mesmo grupo.

A escolha deste modelo experimental foi realizada devido ao nivel de
conhecimento e manejo do mesmo, colaborando com a linha de pesquisa desta
instituicdo. Porém, realizado o estudo, notou-se a possibilidade de o sitio escolhido —
a cortical tibial — néo ter sido a melhor opcado. Devido a presenca do canal medular
relativamente vazio, com trabéculas parcas, houve deslocamento do biomaterial
para o interior do mesmo. No entanto, o cimento estimulou nitidamente a formagao
de osso dentro da medular do osso tibial. Fica o questionamento da escolha de
outros sitios, como a calvaria ou mandibula, onde a possibilidade de deslocamento
do biomaterial ficaria reduzida.

Ressalta-se, porém, que estatisticamente ndo houve diferenca na variavel AO
no reparo 0sseo dos defeitos tratados com cimento de fosfato-carbonato de calcio
ou coagulo local e a expressdo das proteinas envolvidas na remodelacdo Ossea

manteve-se equilibrada nos grupos.
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6 Conclusao

Baseados nestes resultados, conclui-se que o uso de cimento de fosfato-
carbonato de calcio ndo alterou de forma significativa o reparo 0sseo de defeitos

nao-criticos em tibia de rato.
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Figuras

Figura 1 — Cimento de fosfato-carbonato de calcio utilizado no grupo tratado

Figura 2 — Aspecto do acesso a tibia

Figura 3 — Imagem processada para formato 8-bit color, grupo controle, 10 dias, 2,5x



Figura 4 — Grupo controle, 10 dias, aspecto geral do defeito, HE, 2,5x

Figura 5 — Grupo controle, 10 dias, HE, 160x



Figura 6 — Grupo tratado, 10 dias, aspecto geral do defeito, HE, 2,5x

Figura 7 — Grupo tratado, 10 dias, HE, 160x



Figura 8 — Grupo controle, 20 dias, aspecto geral do defeito, HE, 2,5x

Figura 9 — Grupo controle, 20 dias, HE, 160x



Figura 10 — Grupo tratado, 20 dias, aspecto geral do defeito, HE, 2,5x

Figura 11 — Grupo tratado, 20 dias, HE, 160x



Figura 12 — Grupo controle, 30 dias, aspecto geral do defeito, HE, 2,5x

Figura 13 — Grupo controle, 30 dias, HE, 160x



Figura 14 — Grupo tratado, 30 dias, aspecto geral do defeito, HE, 2,5x

Figura 15 — Grupo tratado, 30 dias, HE, 160x
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Figura 16 — Grafico representando o percentual de area de 0sso no defeito, nos
grupos controle e tratado, em todos os periodos
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Figura 17 — Grupo tratado, 20 dias, biomaterial em areas adjacentes ao defeito
(setas) e osteogénese, HE, 2,5x
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Figura 18 — Grafico representando a variacdo da média dos escores para OPG, nos
grupos controle e tratado, em todos os periodos
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Figura 19 — Grafico representando a variacdo da média dos escores para RANK-L,
nos grupos controle e tratado, em todos os periodos



Figura 20 — Composicdo demonstrando imunomarcacdo de OPG nos grupos
controle e tratado, em todos os periodos, DAB com contra-coloracdo por
hematoxilina de Harris, 160x

Figura 21 — Composicdo demonstrando imunomarcacdo de RANK-L nos grupos
controle e tratado, em todos os periodos, DAB com contra-coloracdo por
hematoxilina de Harris, 160x



Tabelas

% de area de osso no defeito total
10 dias 20 dias 30 dias

Controle | 15,840% 14,078% 15,286%
Tratado | 16,164% 10,588% 11,188%

Tabela 1 — Tabela representando o percentual de area de osso no defeito, nos
grupos controle e tratado, em todos os periodos

Expressao de OPG e RANK-L

Ausente Leve Moderada Forte
Escores 0 1 2 3

Tabela 2 — Tabela representando o método de quantificacdo através de escores da
expressao qualitativa de OPG e RANK-L

Expressiao média de OPG e RANK-L

10 dias 20 dias 30 dias
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
Rank-L 1,5 1 1 1 1,5 2
OPG 1,5 1 1 1 1 1,5

Tabela 3 — Tabela representando a média dos escores de expressao encontrados
para OPG e RANK-L, nos grupos controle e tratado, em todos os periodos
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Certificado da Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)
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