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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a efetividade do B-fosfato tricalcio no processo
de reparo de defeitos peri-implantares, por meio da andlise imuno-histoquimica.
Quinze coelhos receberam 1 ostectomia em cada tibia por meio de trefina de 6.1
mm de diametro. Em seguida, foram utilizadas as fresas langa e helicoidais no
preparo dos leitos receptores e 1 implante foi instalado. Os defeitos dsseos foram
preenchidos de acordo com os grupos: CO-codgulo sanguineo; CERA - B-fosfato
tricalcio (Cerasorb®). Os animais foram submetidos a eutanésia nos periodos de 15,
30 e 60 dias poOs-operatdrios. Em seguida, os espécimes foram submetidos ao
processamento laboratorial de rotina e realizou-se a anélise imuno-histoquimica para
a expressédo das proteinas osteoprotegerina (OPG), ligante do receptor ativador do
fator nuclear kB (RANK-L) e fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP). Os
resultados mostraram que na comparacao intragrupos, a expressao da OPG, no
grupo CO foi diferente estatisticamente entre os periodos de 15 e 60 dias e 30 e 60
dias (p < 0,001), observando menor expressdo no periodo final. Ja no grupo CERA,
o periodo inicial apresentou maior expresséo em relagdo 30 e 60 dias (p < 0,001).
Na avaliacdo intergrupos para essa proteinas, nos periodos de 15 e 60 dias, houve
diferenca estatisticamente significativa (p= 0,002), observando maior expresséo para
0 grupo do biomaterial. A expressdo de RANK-L, no grupo CO manteve-se em
equilibrio nos periodos estudados, em contrapartida, no grupo CERA houve
diferenca estatisticamente significativa entre os periodos de 15 e 60 dias (p=0,04).
Na comparacao entre 0s grupos, a expressao de RANK-L para o periodo de 15 dias,
mostrou-se maior estatisticamente no grupo CERA quando comparada ao CO (p=
0,002). No balango da expressdo da TRAP, no grupo CO, o periodo de 30 dias
apresentou-se menor, com diferenga estatisticamente significativa, quando
comparado com os grupos 15 e 60 dias (p < 0,001). O grupo CERA, mostrou-se em
equilibrio, sem diferenca estatistica ha comparacéo entre os periodos estudados. Na
avaliagdo estatistica intergrupos, notou-se diferenca estatistica, no periodo de 30
dias, sendo que a expressédo de TRAP foi maior no grupo CERA (p = 0,026). Com
esse estudo pode-se concluir que o biomaterial ndo foi totalmente degradado no

periodo de 60 dias.

Palavras-chave: Implante Dentario. Substitutos 6sseos. Osseointegracao.



ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the effectiveness of B-tricalcium
phosphate in the repair process peri-implant defects in the tibia of rabbits by
immunohistochemistry analysis. Fifteen rabbits received one in each tibia osteotomy
through trephine 6.1mm in diameter. Then we used the spear and helical cutters in
the preparation of receptors beds and 1 implant was installed. Bone defects were
filled according to the groups: |- blood cut; Il B-tricalcium phosphate (Cerasorb@).
The animals were euthanized at 15, 30 and 60 days postoperatively. In a previous
project was carried out immediately after euthanasia, the biomechanical analysis.
Then the specimens were submitted to a routine of processing and held histological
analysis. Due to the results found in the above analysis, justified the ness for the
immunohistochemistry analysis for the expression of osteoprotegerian protein (OPG),
ligand activator of nuclear factor receptor kb (RANK-L) and tartrate-resistant acid
phosphatase (TRAP). The results showed that in comparison with intragroup
comparisons over, the expression of OPG, in the group CO was different statistically
between the periods of 15 and 60 days, and 30 and 60 days (p<0,001), with lower
expression in the final period. Already in the group CERA, in the initial period showed
higher expression in terms of 30 and 60 days (p<0,001). In assessing intergroup for
this protein in the periods of 15 and 60 days, there was a statistically significant
difference ( p=0,002), observing higher expression for the biomaterial group. RANK-L
expression in the CO group remained in balance during periods studied. The CERA
group was no statistically significant different between the periods of 15 and 60 days
(p=0,04). Comparing the groups, RANK-L expression for the period of 15 days was
higher statistically in the CERA group, compared to CO(p=0,002). In the balance of
the expression of TRAP, the CO group, the 30 days period was lower, with the 15
and 60 days groups (p<0,001). CERA group, proved to be in balance, with no
statistical difference when comparing the two periods. In the statistical evaluation
groups, there was no statistical difference in the period of 30 days, being that the
expression of TRAP was higher in the group CERA (0,026). With this study we
conclude that the biomaterial has not been totally degraded in the period of 60 days

Keywords: Dental Implants. Bone substitute. Osseointegration.
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1. INTRODUCAO

A extragdo dentaria tem como consequéncia a reabsorcdo significante do
rebordo alveolar (Mardas et al. 2010). Imediatamente apds a exodontia, o alvéolo é
preenchido por coagulo sanguineo, o qual estimula a formacdo 6ssea. Contudo, o
processo de reparo alveolar ndo resulta na restituicAo completa do volume ésseo
original devido a reabsorc¢éo fisiolégica (Brokovic et al. 2012). Pesquisas evidenciam
que no periodo de 6 a 12 meses apds a extracdo, o rebordo alveolar reduz
aproximadamente de 0,34 a 7,7 milimetros na dimensé&o horizontal, e 0,22 a 3,25 na
dimenséo vertical, e essa reducdo € mais acentuada nos primeiros 3 meses (Shi et
al. 2007).

Nestas areas de reabsorcdo Ossea torna-se dificil a obtengéo de resultados
estéticos e funcionais satisfatérios quando é realizada a instalagdo de implantes
tardios (Buser et al. 1996; Shi et al. 2007). Para suprir essa limitagdo, em 1976, os
pesquisadores Schulte & Heimke descreveram a instalagdo de implantes em
alvéolos frescos, nomeando esse procedimento de implante imediato. Esse tipo de
cirurgia além permitir a estabilidade primaria do dispositivo de titanio, possui a
vantagem de reduzir o tempo de reabilitacdo e o numero de procedimentos
cirdrgicos (Botticelli et al. 2003; Botticelli et al. 2008). No entanto, apds a extracédo
dentéria o alvéolo pode apresentar um didmetro maior que o diametro do implante
dental, resultando em um gap marginal entre o implante e o osso hospedeiro
(Botticelli et al. 2003). Em 1977, Schenk & Willenegger, realizaram um estudo em
coelhos, e concluiram que nos gaps maiores que 1 milimetro, entre o implante e o
0sso marginal, ndo ha formagéo 6ssea completa.

Com a finalidade de preservar as dimensdes do rebordo alveolar, o enxerto
autdgeno é a primeira opgéo de tratamento. No entanto, a limitada disponibilidade de
tecido e o aumento do tempo e numero de intervencdes torna questionavel esta
opcdo de tratamento, principalmente em casos de grandes reconstrucdes
(Gotfredsen et al. 1991; Piattelli et al. 1997; Becker et al. 1998; Trejo et al. 2000).
Esses motivos incentivam a busca por substitutos 6sseos, que devem permitir o
crescimento das células osteoblasticas em sua superficie, possuir porosidade
suficiente para penetracdo das células, induzir a diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos ativos e, consequentemente,

promover a substituicdo gradual pelo osso priméario (Brokovic et al. 2012).



12

Dentre os materiais aloplasticos, encontra-se o Cerasorb® que é composto
por uma ceramica B-tricalciofostato (B-TCP), relativamente nova no mercado, que
apresenta multiporosidade aberta e interconectada, porosidade total de 65% e
estrutura granular poligonal (Neamat et al.,, 2009). Segundo informac¢bes do
fabricante, os granulos do material apresentam elevada aspereza o que contribui de
forma significativa para a invasdo por células osteoblasticas e fluidos teciduais,
acelerando o processo de ossificagdo. Entretanto, na literatura sdo escassos 0S
trabalhos avaliando as reagbes teciduais, bem como o potencial osteocondutivo de
ceramicas B-TCP de multiporosidade interconectada (Neamat et al., 2009; Luvizuto
et al, 2011).

O tecido 0sseo realiza processos regenerativos altamente regulados, durante
seu crescimento, desenvolvimento e manutencdo (Nijweide et al. 1986). Estéo
ativamente envolvidos nestes processos e exercem atividade direta sobre células
com atividade osteoblastica e osteoclastica, atuando em sua diferenciacdo e
ativagdo metabolica, as proteinas, os horménios, os fatores de crescimento e as
citocinas, (Ducy et al. 2000). Nesse contexto destaca-se a presenca de proteinas da
matriz extracelular, que séo conhecidas por desempenharem uma importante fungcéo
na atividade celular ao redor dos implantes e, consequentemente, na
osseointegracdo (Rammelt et al. 2004).

Dentre essas proteinas destacam-se a osteoprotegerina (OPG), o ligante do
receptor ativador do fator nuclear kB (RANK-L) e afosfatase &cida resistente ao
tartarato (TRAP) essas s&o expressas por osteoclastos, sendo essenciais na
regulacdo da atividade osteoclastico. (Ducy et al. 2000; Rammelt et al. 2004).

A proteina importante na dindmica tecidual 6ssea é a osteoprotegerina
(OPG), também conhecida como fator inibitério de osteoclastogénese. A OPG é
secretada por osteoblastos, fibroblastos e linfocitos T. Esta proteina € considerada
reguladora da formacao e atividade de osteoclastos e sua presenca esta envolvida
com a inibicdo da reabsorcé@o 6ssea (Crotti et al. 2004). Ela atua como um receptor
decodificador por ligagcdo e neutralizagdo da RANK-L, inibindo a maturagéo e a
reabsorcdo Ossea osteoclastica e, portanto, regula a densidade Ossea (Rogers &
Eastell 2005).

O ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANK-L), é constituinte da
familia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR). Alguns tipos celulares

expressam esta proteina, incluindo osteoblastos e linfocitos T ativados (Rogers
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&Eastell 2005). Considerando que OPG e RANK-L tém funcdes opostas, a analise
da expressado relativa das mesmas permite avaliar & tendéncia ao estimulo ou
inibicdo da formacgédo e da atividade osteoclastica e, consequentemente, influéncia a
remodelagdo 6ssea (de Souza Faloni et al. 2011).

A fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP) consiste de uma enzima
encontrada nas células de origem osteoclastica e eritrécitos, liberadas durante a
reabsorcéo Ossea e apoOs o afastamento dos osteoclastos do seu local de atuacéo,
sendo utilizada como importante marcador da atividade osteoclastica (Schwarz
&0 Keefe 2000).

Tendo em vista a dindmica do processo de reparo 6sseo e a necessidade de
seu melhor entendimento associado ao uso de substitutos 6sseos, considera-se
relevante avaliar os defeitos peri-implantares, criados em tibia de coelhos,
preenchidos por codgulo sanguineo e Cerasorb® por meio das anélise imuno-
histoquimica. Frente as observagdes histoldgicas de células gigantes multinucleadas
em contato com granulos de Cerasorb®, em cortes corados com hematoxilina e
eosina (obtidos em resultados preliminares pela professora responsavel do projeto),
0 objetivo deste estudo foi definir se essas células gigantes sdo osteoclastos ou
células gigantes de corpo estranho, para isso serdo realizadas reagbes imuno-
histoquimicas, contribuindo com a elucidacdo do processo de degradagédo do

Cerasorb®in vivo.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os defeitos peri-implantares criados em tibia de coelhos preenchidos
por coagulo sanguineo e B-tricalcio fosfato (Cerasorb®M, Curassan Ltd., Alemanha),

por meio da andlise imuno-histoquimica.
2.2 Objetivo especifico

Analisar a expresséo das proteinas OPG, RANK-L e TRAP em defeitos peri-
implantares criados em tibia de coelhos preenchidos por coagulo sanguineo e [3-
tricalcio fosfato (Cerasorb® M, Curassan Ltd., Alemanha), por meio da andlise

estatistica, com o intuito de elucidar o processo de degradacdo do biomaterial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 15 coelhos machos brancos (Nova Zelandia), variagéo albinus,
com idade de aproximadamente 5 meses e peso corporal entre 3 e 4 Kg. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais com dieta padréo, racdo sélida (Procoelho,
Primor) e 4gua “ad libitum”, exceto no periodo de oito horas antecedentes ao ato
cirargico. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (protocolo numero 02388-
2011).

3.2 Procedimento cirargico

A etapa cirdrgica foi realizada sob sedacdo, administrando-se por via
intramuscular a combinacdo de 50mg/kg de Ketamina (Francotar — Vibrac do Brasil
Ltda., Séo Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer AS —
Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil). Apés a anestesia local do animal, foi realizada
tricotomia nas tibias direita e esquerda, seguida de rigoroso protocolo asséptico com
0 uso de Polivinil Pirrolidona, iodo Toépico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, S&o
José do Rio Preto).

Com uma lamina numero 15 (Feather Industries Ltda, Tékio, Japao) montada
em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha), foi realizada uma incisdo de 3 cm de
comprimento na por¢do medial das tibias, até a base 0ssea e, a seguir, 0 tecido
mole foi divulsionado e afastado com o auxilio de descoladores de peridsteo,
expondo-se, deste modo, 0 0SS0 para receber os implantes.

O preparo dos leitos receptores foi iniciado com uma trefina de 6.1 mm para
delimitar a localizacdo dos implantes e remover a primeira cortical 6ssea. Em
seguida, no centro do orificio de 6.1 mm, foram utilizadas as fresa lanca, fresa de 2.0
mm, piloto de 2.0/3.0 mm e fresa de 3.0 mm passando pela segunda cortical,
seqlencialmente, na velocidade méaxima de perfuracdo de 1200 RPM, com irrigagéo
constante por meio de solugéo de cloreto de sddio a 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro,

Brasil) durante toda a preparagéo.
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Posteriormente foi instalado 1 implante de 4,1 mm/8,5 mm conicos (SIN —
Sistemas de Implantes — S&o Paulo — Brasil), na por¢cdo medial das tibias, com um
torque de 40N, com o auxilio de motor e contra-angulo, totalizando 30 implantes
(Betoni et al. 2011; Queiroz et al., 2012).

Os defeitos foram preenchidos por: (1) coagulo sangiineo e (2) Cerasorb®
(M, Curassan Ltd.,, Alemanha). Os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio absorvivel (Poligalactina
910 — Vyecril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos, Brasil) com pontos
continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson,
S&o José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo,
obtendo-se o fechamento primério da ferida. Apds a sutura novamente foi realizada
a anti-sepsia da area com Polivinil Pirrolidona, iodo Toépico (PVPI 10%, Riodeine,
Rioquimica, S&o José do Rio Preto).

No pds-operatério os animais receberam administracdo intramuscular de
Pentabiotico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo,
Brasil) com uma dose no pos-operatdrio imediato e outra dose apés 5 dias e de
Dipirona Sodica(1mg/kg/dia, Ariston Inddstrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sao
Paulo, Brasil) totalizando 3 doses. Nenhuma restricdo alimentar ou de
movimentacdo foi imposta aos animais, os quais foram mantidos em gaiolas
individuais, durante todo o experimento.

Nos periodos de 15, 30 e 60 dias pos-operatorios, os animais foram

submetidos a eutanésia por meio de pentobarbital 200mg/kg.

3.3. Processamentos Histologico

Apo6s a remocgdo dos implantes por torque-reverso, as amostras de tibia,
contendo a regido de interface osso/implante, foram removidas e imersas em
formalina neutra tamponada a 10%, durante 48 horas. Em seguida, foi realizada a
descalcificacdo das mesmas em acido etileno-diaminotetracético (EDTA) a 5%, por 3
meses, a temperatura ambiente, respeitando as trocas semanais. Finalizado o
processo de descalcificagdo, as pecas foram lavadas em &gua corrente por 24
horas, e em seguida submetidas a técnica de rotina para inclusdo em parafina
Histosec® (parafina + resina). Para inclusdo, procedeu-se a desidratacdo das

amostras em 3 banhos de solugdes de etanol 100% (dois banhos de por 4 horas,
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seguido de um banho de 12 horas). Em seguida as amostras desidratadas passaram
por 3 banhos de 1 hora em solugBes de xilol, e por fim foram incluidas em parafina

para confecgao dos blocos.

3.4 Analise Imuno-histoquimica

Para a andlise imuno-histoquimica foram utilizados os seguintes anticorpos
primérios: osteoprotegerina (OPG, Goat anti-OPG - Santa Cruz Biotechnology,
SC21038), ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL, Goat anti-
RANKL - Santa Cruz Biotechnology, SC7627) e fosfatase &cida tartarato-resistente
(TRAP, Goat anti-TRAP — Santa Cruz Biotecnology).

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histoloégicos semi-seriados
no sentido longitudinal (paralelo ao longo eixo do defeito peri-implantar), de 6 ym de
espessura, utilizando-se um micrétomo Leica Jung RM 2045. Os cortes da parafina
com tecido foram colocados em &gua a +45°C, para a parafina derreter e liberar o
tecido, dessa forma os mesmos poderao ser “pescados” com as laminas embebidas
em Albumina (50% glicerina / 50% clara de ovo).

Em seguida, os cortes histoldgicos foram desparafinados em estufa a 60°C
por 15 minutos, e posteriormente passaram por trés banhos de xilol de 5 minutos
cada, trés banhos de etanol absoluto de 2 minutos cada e um banho em etanol 70%
de 2 minutos, para hidratagdo. Subsequentemente, as laminas foram submetidas a 3
banhos de PBS (tampéao fosfato salina) de 1,5 minutos cada (totalizando 5 minutos).
Para o preparo de 2 litros da solugéo de PBS, utiliza-se 100 ml PB 0.2M, 17.52 g de
NaCl, 400 mg KCL e 1900 ml H20O (osmose reversa). A solugdo de PB 0.2M foi
preparada com a associagdo de 3,17g de fosfato de sddio monobasico, 13,7g de
fosfato de sddio dibasico e 500ml H.O (osmose reversa).( Cuello, 1993).

Feito isso, as laminas foram imersas em uma solugédo de H,O, a 30% (20mL)
associada com PBS sem Triton (180mL), por 45 minutos, no escuro. Posteriormente,
os cortes foram lavados com PBS + Triton por 5 minutos ( 3 banhos de 1,5 minuto
cada). Entdo, os cortes foram colocados no tampao citrato e aquecidos a
temperatura de 55°C, por 20 minutos. Em seguida, aguardou-se 20 minutos para o
resfriamento natural do material, em temperatura ambiente.

Subsequentemente, os cortes foram submetidos ao bloqueio das proteinas do

soro com solugédio de leite em p6 Molico® desnatado (Nestlé Brasil Ltda, Aracatuba,
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S&o Paulo, Brasil) por 20 minutos. O preparo do leite foi realizado com a mistura de
8g de leite em p6 com 200mL de H20O destilada. Removido o excesso de solugéo
blogueadora, os cortes foram limitados com caneta hidrofobica e cobertos com
anticorpo primario especifico diluido na propor¢do 1:50 pl com diluidor de anticorpo
ADS-125 (Spring Bioscience Corporation, CA, USA), e incubados pelo periodo de 18
hora em camara Umida, escura e em temperatura ambiente.

Apos incubacéo, os cortes foram lavados com com PBS + Triton duas vezes
por 5 minutos e incubados com anticorpo secundario diluido 50 pL ( conforme
descrito na bula), por 1 hora em temperatura ambiente . O método de detecc¢édo foi
pela imunoperoxidase, utilizando-se como anticorpo secundario o anticorpo
biotinilado anti-cabras e produzido em burros (Jackson Immunoresearch), sendo
posteriormente lavados por 5 minutos em PBS + Triton (3 vezes de 1,5 minuto, com
total de 5 minutos).

Depois de 15 minutos (faltando 45 minutos para completar 1 hora) iniciou-se
preparo o complexo Avidina/Biotina (Vector Laboratories), o qual foi utilizado para a
amplificacdo do sinal. Para a revelacdo dos sitios antigénicos, os cortes foram
expostos a solucdo de cromogeno DAB (solugéo liquida de 3,3'-diaminobenzidine,
Dakocytomation Carpinteria, CA, USA) por um periodo de 5 minutos. Em seguida, os
cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris por 2 minutos, lavagem por
10 minutos em agua corrente e passaram por banhos de &lcoois e xilol. Apés a
sequéncia foi realizada a montagem das laminas. Para isto, foi utilizada gaze para a
limpeza ao redor do material na lamina, colocado uma gota de Permount e entédo a
laminula sobre o material e pressionado para colagem e de forma a evitar bolhas
entre a lamina e a laminula.

Foram realizados procedimentos de controle negativo por meio da omissao
dos anticorpos priméarios. A cortical inferior da tibia dos coelhos foi utilizada como
controle positivo, a fim de verificar a efetividade dos anticorpos utilizados.

A expressdo das proteinas foi analisada na regido das espiras do implante,
por meio da atribuicdo de escores, hiperpositivo, superpositivo, positivo e negativo,
de acordo com a metodologia previamente descrita (Queiroz et al. 2008; Santos et
al., 2013). Foi obtida também a razdo RANK-L:OPG para avaliar a tendéncia a
inibicdo ou estimulo a formagdo osteoclastos, nos diferentes grupos, de acordo com

estudos previamente realizados (de Souza Faloni et al. 2011; Santos et al., 2013).
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A comparagdo de cada grupo entre si nos diferentes periodos, bem como a
comparacao dos diferentes grupos para cada periodo, foi realizada por meio do teste
estatistico de analise de variancia para a comparagcdo de médias percentuais de

marcacdes celulares, adotando-se o nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS

4.1 OSTEOPROTEGERINA (OPG)

No grupo CO, as imunomarcagdes observadas para OPG foram mantidas
entre o nivel positivo para os periodos de 15 e 30 dias (Média + Desvio Padrédo =2 +
0), e negativo para o periodo de 60 dias (1 + 0), sendo confirmada uma diferenca
estatistica significativa entre os periodos 15 e 60 dias, e entre 30 e 60 dias, em
ambos, o valor de p < 0,001 (Grafico 1 e Figura 1).

Em contrapartida no grupo CERA, observou-se que as marcagdes de OPG
que variam de superpositivo, para o periodo de 15 dias (3 = 0), a positivo para o0s
periodos de 30 e 60 dias (2 £ 0). Apds a aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Student-Newman-Keuls, contatou uma diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,001) entre os periodos de 15 e 30 dias, bem
como entre 15 e 60 dias, sendo maior a expressdo dessa proteina no periodo de
inicial (Gréfico 1, e Figura 1).

Na comparacao intergrupos, pelo teste de Mann-Whitney, nos periodos de 15
e 60 dias, houve diferenca estatisticamente significativa com p= 0,002, com valores
absolutos maiores para o grupo CERA. Ja no periodo de 30 dias, ambos grupos
apresentaram escores positivo para expressdo de OPG, sem diferenca estatistica

(Gréfico 1 e Figura 1).
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Grafico 1 - Representacédo grafica do balanco da expressao de OPG pelo periodo

de tempo. (Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls — p< 0,05). 15 e 60 dias: *CO
# CERA
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Figura 1 - Fotomicrografias de cortes Imuno-histoquimicos representando a
expressao de OPG, contendo porcdes de regibes previamente localizadas entre as
espiras dos implantes nos grupos CO (5A-5C) e CERA (5D-5F), nos periodos de 15
(5a e 5d) 30 (5b e 5e) e 60 (5¢ e 5f) dias. (aumento de 200 X).
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4.2 LIGANTE DO RECEPTOR ATIVADOR DO FATOR NUCLEAR Kb (RANK-L)

As imunomarcagdes observadas RANK-L, no grupo CO, foram mantidas entre
0s niveis negativo e positivo. Os valores relacionados a expressao dessas proteinas
foram comparados e nos periodos 15, 30 e 60 dias, ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa.

No grupo CERA, a expressédo de RANK-L reduziu gradativamente em relagéo
ao aumento do periodo, variando os niveis de imunomarcacdes de hiperpositivo
para negativo. Observou-se diferenca estatisticamente significativa somente entre
os periodos de 15 e 60 dias, com p=0,04.

Na comparagéo entre os grupos, a expressdo de RANK-L para o periodo de
15 dias, mostrou-se maior estatisticamente no grupo CERA quando comparada aos
grupo CO (p= 0,002). Ja nos periodo de 30 e 60 dias ndao houve diferenca
estatistica, mantendo um equilibrio da expressdo dessa proteina entre 0s grupos.
Contudo, pela avaliagdo gréafica pode-se notar um discreto aumento da expressao
dessa proteina no periodo de 30 dias em relacdo ao de 60 dias (Grafico 2 e Figura
2).
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Grafico 2 - Representacdo gréafica do balanco da expressdo de RANK-L pelo
periodo de tempo. (Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls — p< 0,05). 15 dias:
*CO # CERA.
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Figura 2  Fotomicrografias de cortes Imuno-histoquimicos representando a
expressdo de RANKL, contendo por¢gdes de regides previamente localizadas entre
as espiras dos implantes nos grupos CO (6A-6C) e CERA (6D-6F), nos periodos de
15 (6a e 6d) 30 (6b e 6e) e 60 (6¢ e 6f) dias. (aumento de 200 X).
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A razdo RANK-L/OPG néo apresentou diferengas estatistica entre 0s grupos.
No entanto, o grupo CO apresentou uma tendéncia & menores valores dessa razdo
em relag@o ao grupo CERA, no periodo de 30 dias, fato que se inverteu no periodo
de 60 dias. (Tabela 01).

CoO CERA
15 dias 1,0 1,16
30 dias 0,75 1,25
60 dias 1,5 0,75

Tabela 1 - Razédo entre RANK-L: OPG.

4.3 FOSFATASE ACIDA TARTARATO-RESISTENTE (TRAP)

Em relacdo a TRAP, no grupo CO, o periodo de 30 dias apresentou-se
menor, com diferenga estatisticamente significativa, quando comparado com 0s
grupos 15 e 60 dias (p < 0,001).

A expressdo da TRAP, no grupo CERA, mostrou-se em equilibrio, nédo
apresentando diferenga estatistica ha comparacgéo entre os periodos estudados. No
balango da expresséo da TRAP, pela avaliacdo estatistica foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos somente no periodo de 30 dias, sendo que no grupo
CERA a expressao de TRAP foi maior (p = 0,026) ( Grafico 3 e Figura 3).
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Grafico 3 - Representacdo grafica do balanco da expressdo de TRAP pelo

periodo de tempo. (Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls — p< 0,05). 30 dias:
*CO # CERA.
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Figura 3 - Fotomicrografias de cortes Imuno-histoquimicos representando a
expressao de TRAP, contendo por¢des de regides previamente localizadas entre as
espiras dos implantes nos grupos CO (7a-7c) e CERA (7d-7f), nos periodos de 15
(7ae 7d) 30 (7b e 7e) e 60 (7c e 7f) dias. (aumento de 200 X).
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5. DISCUSSAO

O processo de reparo 6sseo em defeitos peri-implantares preenchidos com
biomateriais, sdo amplamente pesquisados em modelo experimental animal (Araujo
et al., 2011; Botticelli et al., 2003; Park et al. 2011), e em humanos.(Zerbo et al.,
2001; Botticelli et al., 2008), por meio de analises clinica, histolégica, imaginologica e
imuno-histoquimica. Neste estudo, optou-se pela por¢cdo medial da tibia de coelhos,
como modelo experimental, pois essa area esté localizada distante do centro de
crescimento, a metéafise tibial.

O preenchimento dos alvéolos frescos com biomaterial e implante dentario é
indicado com o objetivo de preservar as dimensdes do rebordo alveolar e promover
o reparo, bem como favorecer a osseointegragdo, restauracdo funcional e estética
do sistema estomatognético. (Akimoto et al., 1999; Mardas et al., 2010; Araujo et al.,
2011; Botticelli et al., 2008; Queiroz et al., 2012). Dessa forma o intuito desse
trabalho foi analisar o processo de reparo 6sseo ao redor do implante dentario em
areas preenchidas com coagulo sanguineo e Cerasorb®.

Estudo realizado em coelhos, relatou comprometimento na formagcdo 6ssea
em defeitos peri-implantares com dimensdes iguais/maiores que 1mm (Schenk e
Willeneger, 1997). Todavia, Carlsson e colaboradores (1988), utilizando modelo
similar, concluiram que esse comprometimento na formacdo dssea ocorre em
defeitos iguais/maiores 0,85 mm. Corroborando com as pesquisas supracitadas
nesse trabalho foi confeccionado um defeito peri-implantar cujo diametro cervical foi
1 mm, simulando assim a instalacdo de um implante dentario em um alvéolo fresco
de extragao.

A andlise imuno-histoquimica fornece importantes informa¢des em relagéo a
dindmica do comportamento celular, de acordo com a expressdo de proteinas
envolvidas no metabolismo ésseo durante o processo de osseointegracdo. As
proteinas analisadas neste estudo foram OPG, RANKL e TRAP.

A OPG é considerada uma proteina reguladora da formagéo e atividade de
osteoclastos. Sua presenca esta envolvida com a inibicdo da reabsor¢cdo Ossea
(Woo et al. 2002; Crotti et al. 2004). O padrdo da expressdo dessa proteina
apresentou-se maior no grupo CERA comparado ao CO, nos periodos de 15 e 60
dias. Demonstrando que nesses periodos ha uma maior inibicdo da reabsorcéo

0ssea no grupo do biomaterial.
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Em contrapartida, a expressdo da proteina RANK-L esta envolvida com a
ativagcdo da reabsorgcdo Ossea. Os resultados dessa pesquisa mostraram que no
periodo de 15 dias, o grupo CERA apresentou maior expresséo dessa proteina, em
relacdo ao CO, indicando que aos 15 dias ha uma maior reabsor¢do no grupo do
biomaterial.

Considerando que OPG e RANK-L tém funcdes opostas, a andlise da
expressdo relativa das mesmas permite avaliar a influéncia a remodelagéo 0ssea
(Suda et al. 1999). Dessa forma foram realizadas as razbes RANK-L/OPG, nos
periodos estudados, os resultados mostraram que o grupo CO apresentou uma
tendéncia a menores valores dessa razdo em relacdo ao CERA, para 15 e 30 dias,
porém, no periodo de 60 dias esse resultado se inverteu.

A TRAP é uma proteina que esta relacionada com a reabsorcdo 6ssea,
sendo utilizada como importante marcador da atividade osteoclastica (Schwarz &
O’Keefe, 2000). Os resultados dessa pesquisa mostram que o grupo CERA possui
maior expressdo dessa proteina, no periodo de 30 dias, indicando h4 uma intensa
reabsorcéo 6sseo no grupo do biomaterial.

Os osteoclastos TRAP-positivos foram encontrados, em todos os periodos,
préximos e em contato com os granulos do Cerasorb®, sugerindo que estas células
sejam responsaveis pela reabsorcdo do biomaterial (Velard et al, 2013; Marques et
al., 2014). Embora a literatura indique que o Cerasorb® seja reabsorvido e
substituido por osso neoformado (Oliveira, Braga, 2012), no presente estudo, 0s
granulos de B-TCP estdo presentes até o periodo de 60 dias, resultado semelhante
ao observado por Marques e colaboradores, em 2014.

Dessa forma constata-se que no periodo de 15 dias, h4 uma maior expressao
de OPG e RANK-L no grupo do CERA comparando-o com o CO, estes resultados
demonstram que h& um equilibrio no turnover d6sseo. Esses resultados estdo
corroborando com a razdo RANK-L/OPG, a qual apresenta um discreto estimulo a
formacdo de osteoclasto, e a expressdo de TRAP, indicando que h& um inicio de
remodelagdo Ossea.

Jé no periodo de 30 dias, a expressdo de OPG e RANK-L, foram semelhantes
entre os grupos estudados. Porém a raz&@o entre essas proteinas, bem como a maior
expressdo de TRAP, no grupo CERA, mostrou estimular a formacéo de osteoclasto
e a reabsorcdo 6ssea. E no periodo de 60 dias, houve a inibicdo da formagéo de

osteclasto, confirmado pela alta expressdo de OPG e razdo RANK-L/OPG,
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indicando que h& reducéo da reabsorcao, esse fato pode ter ocorrido, sugere-se que
iSso ocorreu pois o biomaterial foi intensamente reabsorvido no periodo de 30 dias,
possuindo menor quantidade do mesmo, no periodo de 60 dias.

A partir dos resultados imuno-histoquimicos obtidos, foi possivel observar que
h& uma resposta de formacdo Ossea pela imunomarcagdo para osteoprotegerina
para o grupo CERA nos periodos de 15 e 60 dias. No entanto, € importante destacar
que a reabsorgcdo 0ssea, caracterizada pelas imunomarcagfes de RANKL e TRAP,
evidenciam os osteoclastos em atividade, indicando que aos 30 dias, esta resposta

foi intensa.

6. CONCLUSAO
Baseado na metodologia estudada pode-se concluir que:
1. Cerasorb® é um biomaterial com propriedades osteocondutoras
satisfatorias.

2. Cerasorb®nao sofreu total degradagéo em 60 dias.
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