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Resumo

CLAUDIO-COUTINHO, CC. Andlise da dinamica do processo de reparo de
alvéolos preenchidos com coagulo sanguineo e vidro bioativo (Perioglass®) em
ratos nao diabéticos, diabéticos controlados e ndo controlados. Estudo
histoldgico, histométrico e imunoistoquimico, [tese]. Aracatuba: Universidade
Estadual Paulista; 2009.

Este trabalho teve como objetivo analisar a dindmica da reparacdo de
alvéolos preenchidos com coagulo sanguineo e com vidro bioativo
(Perioglass®) em ratos ndo diabéticos, diabéticos controlados e néo
controlados através de técnica histologica, histométrica e imunoistoquimica.
Para tanto foram utilizados 90 ratos Wistar, machos, com peso entre 230-310g
gue foram divididos em 3 grupos: Grupo | (grupo controle), Grupo Il (grupo
diabético ndo controlado) e Grupo Il (grupo diabético controlado); os animais
dos Grupos Il e lll foram induzidos a diabetes através da administracdo de
Streptozotocina (STZ) dissolvida em tampéo citrato a 0,01M via veia peniana
na concentracdo de 35mg/Kg de peso do animal enquanto os animais do grupo
| receberam apenas a administracdo de tampé&o citrato a 0,01M. Os animais do
Grupo Il receberam diariamente a partir do 4° dia da inducdo do diabetes a
administracao de insulina NPH via subcutanea. No 12° ap6s administracdo do
diabetogénico ou tampao citrato os animais foram induzidos a anestesia geral e
tiveram o incisivo superior direito extraidos. Metade dos animais de cada grupo
tiveram o alvéolo preenchido com coagulo sanguineo e a outra metade teve o
alvéolo preenchido parcialmente com Perioglass®; todos os animais foram

suturados com o fio de poliglactina 910. Os periodos experimentais foram aos



7, 14 e 28 dias p6s-operatorios. Foram realizadas analise histolégica qualitativa
em laminas coradas pela HE e andlise histométrica em dois campos de
tamanhos idénticos localizados na por¢cao lingual do terco médio alveolar
utilizando o Software Imagelab 2000 (Diracon 3) em laminas coradas pelo
Tricrdbmico de Masson; as médias percentuais de tecido 6sseo neoformado
foram submetidos ao teste estatistico de Analise de Variancia e o poés teste de
Holm Sidak para avaliar se houve diferencas entre os grupos experimentais
avaliados (p<0,05); para as comparacdes entre o processo de reparo alveolar
observado na presenca do codgulo sanguineo ou vidro bioativo, foi utilizado o
teste t de Student ndo pareado (p<0,05). Reag¢des imunoistoquimicas foram
realizadas para evidenciacao das proteinas OPG, RANK, RANKL, Osteocalcina
e TRAP. Para estas reacfes foram realizadas analise qualitativa e semi
quantitativa através da atribuicdo de scores para a intensidade da expressao
das proteinas analisadas. A alteracdo sistémica diabetes melittus promove
reducdo significativa na taxa de formacdo e maturacao 6ssea; o vidro bioativo
atrasa 0 processo de reparo alveolar e reduz as respostas sinalizadoras das
células envolvidas no processo de reparo alveolar resultando numa menor
imunomarcacao para as proteinas avaliadas neste projeto, exceto no grupo de
diabéticos ndo controlados. A indugdo do diabetes leva a um aumento na
imunomarcacdo de proteinas conhecidas como novos membros do fator de
necrose tumoral, entretanto, também causa uma reducdo na expressédo de

osteocalcina, conhecida como marcador da mineralizagao éssea.

Palavras-chave: cicatrizacdo de feridas, diabetes mellitus experimental, vidro,

materiais biocompativeis.



Abstract

CLAUDIO-COUTINHO, CC. Analysis of dynamics of alveolar healing process
of dental sockets filled with blood clot and bioactive glass (Perioglass®) in non
diabetics, controlled diabetics and non controlled diabetics rats. A histological,
histometric and imunohistochemistry study, [tese]. Aracatuba: Universidade

Estadual Paulista; 2009.

The present study has the aim to evaluate the dynamics of the bone
repair in dental sockets filled with blood clot and with bioactive glass
(Perioglass®) in non diabetics, controlled diabetics and non controlled diabetics
rats through a histological, histometric and immunohistochemistry approach. To
perform this study, 90 Wistar rats, male, wheighing between 230-310g were
divided in three groups: Group | (Control Group), Group Il (Non controlled
diabetic Group) and Group Il (Controled Diabetic Group); the animals of
Groups Il and Ill were induced to diabetics disease through the administration of
Streptozotocin (STZ) dissolved in 0,01M citrate buffer in penis vein in
concentration of 35mg/kg corporal weigh while the animals of Group | received
the administration of 0,01M citrate buffer. The animals of Group Il received
daily, since the 4™ day after the diabetics induction, the administration of NPH
insuline in a subcutaneous way. In the 12" day after the administration of STZ
or citrate buffer, the animals were induced to general anesthesia and had the
upper right incisive extracted. Half of the animals of each group had the dental
socket filled with blood clot and the other animals had the dental socket partially

filled with Perioglass®. All of the animals were sutured with 910 poliglactine



thread. The experimental periods were at 7, 14 and 28 pos extraction days. It
was performed a qualitative histological analysis in slices stained with HE and
the histometric analysis in two sites with same size localized in the lingual
portion of the middle third of the dental socket was performed using the
Imagelab 2000 Software (Diracon 3) in slices stained with Masson’ s Tricromic;
the percentual mean values of neoformed bone tissue were submitted to the
statistical test of Variance Analysis and the post test of Holm Sidak to evaluate
if there were differences between the experimental groups evaluated (p<0,05);
to the comparisons between the alveolar healing process observed in he
presence of blood clot or bioactive glass, it was used the non paired Student’s t
test (p<0,05). The immunohistochemistry reactions were performed in order to
label the OPG, RANK, RANKL, Osteocalcin and TRAP proteins. The results
obtained were evaluated through a qualitative analysis and through the scores
attribution to the intensity of the expression of the proteins that were evaluated
in this study. The systemic alteration induced by melittus diabetes promoves a
significantly reduction in the formation and maturation of the bone; the bioactive
glass delays the alveolar healing process and reduces the signalization
responses to the cells involved in the alveolar healing process resulting in a
reduction in the immunolabel of the proteins that were evaluated in this study,
with exception of the non controlled diabetics groups. The induction of diabetes
leads to an increase in the immunolabel of proteins that are called as new
members of necrosis tumoral factor, otherwise, it also causes a reduction in the

expression of osteocalcin, that is recognized as a bone mineralization marker.



Keywords: wound healing, diabetes mellitus experimental, glass,

biocompatible materials.
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Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 14 dias TRAP 63X.
Osteoclastos marcados para TRAP.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 14 dias OPG 63X. Tecido
conjuntivo preenchendo grande parte do alvéolo dental. Intensa
marcacgédo de OPG.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28 dias RANK 63X. RANK se
expressando com intensidade na periferia da matriz j& sintetizada e
em células semelhante a otedcitos.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28 dias Osteocalcina 63X.
Particulas do biovidro no terco médio alveolar. Alguns pontos da
matriz extracelular e osteoblastos com marcac¢fes especificas para
Osteocalcina.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28 dias OPG 63X. Tecido
conjuntivo e osteoblastos marcados com intensidade.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 7dias RANK 63X. Presenca
de tecido conjuntivo imaturo em praticamente toda extensdo
alveolar. Moderada expressdo de RANK em osteoblastos.

Grupo |l — vidro bioativo terco médio — 7dias RANKL 63X. Células
do tecido conjuntivo com discreta marcacéo para RANKL.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — l14dias TRAP 63X.
Moderada expressao de TRAP.

Grupo Il — vidro bioativo ter¢co médio — 14dias OPG 63X. Moderada
a intensa expressédo de OPG.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28dias Osteocalcina 63X.
Intensa expressdo de osteocalcina na matriz extracelular e
moderada expressao nas trabéculas 0sseas.

Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28dias TRAP. Moderada-
intensa expressao de TRAP.
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Introducao



1 INTRODUCAO

A reparagdo 6ssea ocorre a partir de um balanco exercido entre
diferentes linhagens celulares’. A atividade metabdlica destas células é
mediada em funcdo de eventos inflamatorios, controlados por inumeros
agentes moduladores (mediadores quimicos, hormdnios, proteinas, citocinas,
fatores de crescimento entre outros), capazes de modificar elementos celulares
e respostas teciduais®.

Pesquisadores apontam que fatores sistémicos interferem diretamente
nas respostas teciduais que promoverdo a reparagdo 0ssea alveolar, sendo o
diabetes uma patologia significante para o processo alveolar®®.

A cavidade bucal sofre transtornos frente a doenca gerando sinais e

10,11

sintomas que promoverdo atraso na proliferacdo celular e no metabolismo

12,13

do colageno =, interferindo assim na formacao do tecido de granulagéo e na

deposicéo 6ssea, retardando a reparac&o alveolar*®.

Frente & necessidade de reverter ou minimizar processos que possam
vir a interferir na reparacdo 6ssea, uma atenc¢do particular tem sido dada ao
estudo de biomateriais com atributos para a substituicdo Ossea ou
favorecimento da neoformacéao tecidual*.

O vidro bioativo é uma ceramica sintética composta descrita por
Hench™'" na década de 70; é biocompativel'®, atéxica'®, reabsorvivel®,

20,22,23

radiopaca®, com propriedades osteocondutora . hemostatica®>*

e



25,26

antimicrobiana além se ter como sua principal caracteristica a promoc¢éao de

uma forte unido quimica com o tecido 6sseo®*?"8,
Resultados clinicos obtidos com o seu emprego na forma de cones para

aplicacdo intra-alveolar®®*

e, mais recentemente, em apresentacao
particulada®*® demonstraram ser positiva a sua participacdo no processo de
reparo alveolar. Quando utilizado como implante intra-alveolar frente a
alteracdes sistémicas como a osteoporose®® apresenta respostas bastante
satisfatérias em relacao a cronologia.

Visto que a cronologia do processo de reparo alveolar encontra-se
comprometido frente a enfermidades sistémicas como o diabetes, esse estudo
busca avaliar se o0 uso do vidro bioativo (Perioglass®) em alvéolos de animais
enfermos, diabéticos controlados e nado controlados, apés extracdo dental é
capaz de reverter ou minimizar o comprometimento dos processos teciduais

locais causados por alteragdes enddcrinas que irdo interferir na cronologia do

reparo.



Proposicao



2 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi analisar através de técnica histoldgica,
histométrica e imunoistoquimica a dindmica da reparacdo de alvéolos
preenchidos com codgulo sanguineo e com vidro bioativo (Perioglass®) em

ratos nao diabéticos, diabéticos controlados e ndo controlados.



Material e Método



3 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo
Comité Brasileiro de Etica na Experimentacio Animal e encontra-se aprovado
sob protocolo n° 2008-003206.

Para o presente estudo foram utilizados 90 ratos (Rattus norvegicus
albinus-Wistar), machos, com peso inicial variando entre 230-300 gramas. Os
animais, provenientes do biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, foram transportados para o Biotério do Departamento de Ciéncias
Béasicas da mesma Faculdade, onde foram mantidos por 7 dias para adaptacao
em gaiolas a temperatura de 22°C e em ciclos claro-escuro (12/12h),
recebendo racdo sélida e 4gua a vontade. Prévia a inducdo do diabetes, os

animais foram mantidos em jejum por 14-16 horas recebendo apenas agua.

3.1- Indugdo do diabetes - administracdo de STZ.

Decorridos 7 (sete) dias e ap6s jejum, os animais foram induzidos a
anestesia geral pela infiltracdo via intramuscular de Coopazine (Xilazina —
Coopers Brasil Ltda) e Vetaset (Cloridrato de quetamina injetavel - Fort Dodge
Salde Animal Ltda) na dosagem indicada conforme fabricante. Foram
induzidos ao diabetes através da administragdo de Streptozotocina (STZ-
Sigma) dissolvida em tampéao citrato a 0,01M pH 4,5 (Farmacia Aphoticario —
Aracatuba — SP), abrigada da luz e administrada no animal via veia peniana na

concentracéo de 35mg/Kg de peso do animal.



Os animais foram divididos em trés grupos:

e GRUPO I: grupo controle, onde o animal recebeu a administracéo
apenas de tampao citrato 0,01 M;

e GRUPO II: grupo diabético ndo controlado, onde o animal
recebeu a administracdo de STZ dissolvido em tampdéo citrato
0,01Me;

e GRUPO llI: grupo diabético controlado, onde o animal recebeu o
mesmo tratamento do grupo Il e a administracdo de insulina

diariamente via subcutanea.

3.2- Determinagdo das taxas glicémicas, peso e

administracdo de insulina.

As taxas glicémicas dos animais foram monitoradas do 4° ao 40° dia
apos a administracdo de STZ e tampé&o citrato.

Nos animais dos grupos | e Il o monitoramento glicémico foi realizado
em trés periodos do experimento sendo a primeira glicemia realizada 4 (quatro)
dias apés a administracdo de STZ ou tampdao citrato; a segunda glicemia foi
realizada 1(um) dia antes da extracdo dental e a terceira glicemia feita antes do
sacrificio do animal. J& nos animais do Grupo Ill os testes glicémicos foram
realizados em dias alternados até o final do experimento a partir do 4° dia apés
a inducdo do diabetes. Foram desprezados os animais do grupo | que
apresentaram glicemia superior a 180 e os animais do grupo Il e lll que

apresentaram glicemia inferior a 350; o score de descarte foi considerado logo



na primeira determinacdo de taxa glicémica e mantido até o final do
experimento.

O peso corporal dos animais dos grupos |, Il e Ill foi monitorado 3 (trés)
vezes durante todo o experimento, ndo sendo considerado o peso inicial; a
pesagem dos animais foi realizada em balanca digital (Balanca eletrénica de
bancada modelo 9094 3/6Kg — Toledo do Brasil) nos mesmos dias em que
foram realizados os testes glicémicos dos animais dos grupos | e Il.

A administracdo de insulina no grupo diabético controlado foi realizada
diariamente a partir do 4° dia da inducéo do diabetes. A insulina utilizada foi a
NPH — (Novolin N® - Novo Nordisk) administrada via subcutanea. As unidades
de insulina foram administradas conforme necessidade individual dos animais a

partir dos resultados glicémicos.

3.3- Procedimento cirdrgico.

Para a realizagdo do procedimento cirargico, os animais foram mantidos
em jejum por 14 horas. No 12° dia apds administragéo de STZ e tampdao citrato
os animais foram induzidos a anestesia geral pela infiltracdo via intramuscular
de Coopazine (Xilazina — Coopers Brasil Ltda) e Vetaset (Cloridrato de
guetamina injetavel - Fort Dodge Saude Animal Ltda) na dosagem indicada
conforme fabricante. Foi realizada antissepsia do campo operatorio com PVP-I
(polivinilpirrolidona iodada) e a extracdo do incisivo superior direito através de
técnica previamente descrita®’.

No dia da extracdo dental, os animais do Grupo Il (diabético controlado)

ndo receberam injecdo de insulina pelo fato de estarem em jejum e do stress



gerado pelo procedimento causar hipoglicemia.

Apbs a extracdo dental, 5 animais de cada grupo e periodo tiveram o
alvéolo preenchido por coagulo sanguineo e receberam sutura. Outros 5
animais tiveram o alvéolo parcialmente preenchido com vidro bioativo
Perioglass® e também receberam sutura. O fio utilizado para sutura foi o
Vicryl® 4-0.

Para a adaptagdo do vidro bioativo Perioglass® no terco médio do
alvéolo utilizou-se um calcador metalico, onde através de compressao adaptou-
se o biomaterial que preencheu parcialmente o alvéolo.

A disposicdo dos grupos e subgrupos pode ser melhor compreendida

com a utilizac&o da tabela abaixo:

HISTOLOGICO IMUNOISTOQUIMICA

7 dias 14 dias 28 dias 7 dias 14 dias 28 dias

C \% C Vv C V Cc \Y C \ C \

Gl 5/5|5|5|5|5|5]|5|5]|5]|5]°5

G|| 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Gl 5|/5|5 |5 |5 |5 ]|5]|5]|5]|5]| 5] 5

Tabela 1: Disposicdo de grupos e subgrupos com o respectivo numero de
animais analisados por periodo onde:
c: alvéolo preenchido com coagulo sanguineo.

v: alvéolo preenchido com vidro bioativo (Perioglass ®).

Todos os animais receberam apos extracdo dental a administracdo de
20.000UlI de benzilpenicilina via intramuscular.

Os periodos experimentais foram aos 7, 14 e 28 dias pGs-operatorios.



3.4- Sacrificio dos animais, obtengdo das pegas e

processamento laboratorial.

Todos os animais foram sacrificados por injecdo excessiva de
anestésico (Pentobarbital sédico 100mg/Kg de peso) via intraperitoneal.
Independente do tipo de tramitacdo laboratorial as maxilas contendo os
alvéolos em reparagdo foram removidas através de um corte tangenciando a
sutura intermaxilar realizado com lamina de bisturi e outro corte junto a face
distal do ultimo molar realizada com tesoura. A peca foi recortada removendo-
se 0s excessos de tecido mole.

Para a andlise histolégica e imunoistoquimica as pecas foram fixadas
em formalina 10% por 24 horas e descalcificadas em EDTA (Merck) 5% por 42
dias. Foram incluidas em parafina e submetidas a microtomia para a obtencéo

de cortes longitudinais com 6um de espessura.

3.5- Andlise dos resultados.

Os cortes utilizados para analise histolégica foram corados pela
HE e analisados qualitativa e quantitativamente em microscépio de luz, onde foi
levado em consideracao o infiltrado inflamatério e a organizacdo do tecido
durante o processo de reparagéo, assim como os tipos celulares envolvidos.

Para os cortes corados por Tricrobmico de Masson foi realizada
uma andlise quantitativa do tecido ésseo neoformado no alvéolo com o auxilio

do Software Imagelab 2000 (Diracom 3). A quantificagcéo foi realizada em dois 2



campos de tamanhos idénticos capturados na por¢ao lingual do terco médio
alveolar. Por meio de uma objetiva de aumento de 10/0,25 Axiolab (Carl Zeiss,
Alemanha) as imagens foram capturadas (.tif) e transferidas para o software
Imagelab 2000. O tecido 6sseo presente no campo foi delimitado manualmente
e foi realizado o “Calculo de regides”. Ap6s a realizacdo da histometria, os
valores obtidos foram armazenados em uma planilha de calculos, e descritas
em gréficos para comparacao de valores.

Para esta andlise foram adotados 3 critérios: 1-) analise de
apenas um corte histolégico de cada animal; 2-) delimitacdo de dois campos de
tamanhos equivalentes na porgé&o lingual do terco médio e 3-) padroniza¢do no

tamanho e posi¢céo dos campos.

Figura 1- Corte histologico do alvéolo em reparacdo em sentido longitudinal.
Coloragao Tricrébmico de Masson (aumento de 10X). Destaque para a regido
onde é realizada a analise histométrica.

A partir dos valores obtidos na analise histométrica foi realizada analise
estatistica através do Programa Sigma Stat 3.1 (Systat Software, Califérnia,

USA), utilizando-se os testes paramétricos de Analise de Variancia e o po6s



teste de Holm Sidak para avaliacdo de possiveis diferencas estatisticas em
nivel de 5% (p<0,05) entre 0s grupos experimentais avaliados. Para as
comparacdes entre os subgrupos foi aplicado o teste t de Student ndo pareado
adotando-se também nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Para analise imunoistoquimica foram realizadas reacfes para a
evidenciagcdo das proteinas Osteoprotegerina-OPG (SC21038 - Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA), RANK (SC7626 - Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, USA), RANKL (SC7627 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA), Osteocalcina (SC18319 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) e
TRAP (SC 30832 — Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) utilizando
como metodo de deteccdo a imunoperoxidase; a streptavidina (Dako,
Carpinteria, USA) foi utilizada como amplificador do sinal de marcagéo e a
Diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, USA) como cromégeno. Ao término da
reacao, os cortes receberam contra coloragc&o por Hematoxilina de Harris.

Nas ldminas onde foram realizadas as reag8es imunoistoquimicas foram
realizadas andlises qualitativa e semi quantitativa em microscopio de luz. Para
a andlise qualitativa foram levados em consideracdo os tipos celulares
marcados positivamente pelas proteinas analisadas; a analise semi quantitativa
foi realizada atribuindo scores (0,1,2 e 3) para mensurar o nivel de intensidade
da expressédo das proteinas (marcagdo ausente, discreta, moderada e intensa)

onde foram considerados:



Intensidade da Score
marcacao
Ausente 0
Discreta 1
Moderada 2
Intensa 3




Resultado



4 RESULTADO

4 .1- Andlise clinica dos animais.

Os animais foram separados por grupos (Gl, Gll e Glll) e subgrupos
(coagulo e vidro bioativo) e mantidos em namero de 4 por gaiola, todos nas
mesmas condi¢cbes de temperatura, luz, alimentacao e higiene; tiveram o peso
e as taxas glicémicas monitorados durante todo o experimento.

Ao analisarmos o0s animais do grupo |, notamos que apds a
administracdo de tampdao citrato, sem excecado, todos apresentaram aumento
progressivo do peso corporal, além de ndo apresentaram clinicamente sinal de
polifagia, poliaria ou polidipsia.

Nos animais dos grupos Il e lll, 4 dias apés a administracdo de STZ, os
sinais clinicos de polidria, polifagia e polidipsia eram bastante evidentes. No
entanto, nos animais do grupo Il a perda de peso foi mais acentuada quando
comparado ao grupo lll que recebeu doses diarias de insulina; ainda com
relacdo ao peso corporal, os animais do grupo Il se comportaram com
semelhanca ao grupo controle apds o inicio da insulinoterapia.

Durante todo o experimento ndo houve alteracdes relevantes nas taxas
glicémicas dos animais do grupo | e Il, onde a média glicémica do grupo | foi de
103,8 mg/dl e a do grupo Il de 468,8mg/dl. J& nos animais do grupo lll, as taxas
glicémicas tiveram discretas variacdes, sendo estas estabilizadas por doses
individualizadas de insulina. A média glicémica dos animais do grupo Il foi de
169,5 mg/dl. Observou-se ainda discreta agressividade e intolerdncia nos

animais do grupo |II.



4.2- Andlise histoldgica.

A andlise histologica foi realizada com o auxilio de um microscopio
optico, onde foram considerados qualitativamente o infiltrado inflamat6rio e a
guantidade e qualidade do tecido 6sseo neoformado no terco médio do alvéolo.
Nos grupos em que o alvéolo foi parcialmente preenchido com o vidro bioativo
Perioglass® observou-se também o comportamento biolégico do biomaterial
utilizado.

Os resultados serdo apresentados em fungao dos grupos experimentais.



Grupo |

No grupo |, aos 7 dias, coagulo, foi observada a presenca do coagulo
sanguineo ao longo de todo o alvéolo. Notou-se a presenca de uma
proliferacdo celular (fibroblastos, células endoteliais e macréfagos)
provenientes dos remanescentes do ligamento periodontal (Figura 2). Nos
tercos médio e apical, em algumas areas, foi possivel observar a presenca de

um tecido em organizacao com algumas trabéculas ¢sseas imaturas.

Figura 2 — Grupo | — coagulo terco médio — 7 dias HE 63X. Presenca de
formagcdo Ossea inicial e grande quantidade de células inflamatérias e
fibroblastos predominando em grande parte do alvéolo.



No grupo I, aos 7 dias, vidro bioativo, foi observada a presenca de
coagulo sanguineo e de vidro bioativo nos tercos médio e cervical do alvéolo
dental. Vale destacar que o vidro bioativo foi implantado junto ao terco médio
dos alvéolos dentais, no entanto, durante a evolu¢cdo do processo de reparo
alveolar, houve uma migracdo do biomaterial fazendo com que ele
permanecesse, na maioria dos espécimes junto ao terco médio, mas em alguns
espécimes, junto ao terco cervical. Foi observado infiltrado inflamatério ao
redor das particulas do biomaterial (Figura 3). Destaca-se também a presenca
de proliferacdo celular discreta a partir dos remanescentes do ligamento

periodontal.

”

f

Figura 3- Grupo | — vidro bioativo terco médio — 7 dias HE 63X. Evidente
presenca de particulas de biovidro no interior do alvéolo. Discreto infiltrado
inflamatério ao redor das particulas.



No grupo |, aos 14 dias, coagulo, foi observado trabeculado ésseo em
maturacao, preenchendo grande parte do alvéolo dental (figura 4). A formacao
O0ssea observada foi encontrada principalmente junto aos ter¢cos médio e
cervical. Raras regibes com coagulo sanguineo foram observadas neste

periodo.

Figura 4- Grupo | — coagulo terco médio — 14 dias HE 63X. Observam-se areas
de tecido ésseo neoformado.



No grupo I, aos 14 dias, vidro bioativo, foi observada pequena
guantidade de trabeculado 6sseo imaturo e tecido conjuntivo preenchendo o
alvéolo dental. Junto ao trabeculado 6sseo e tecido conjuntivo, foram
observadas as particulas de vidro bioativo em processo de incorporacéo pelo

tecido 6sseo formado, como ilustrado na Figura 5.

Figura 5- Grupo | — vidro bioativo terco médio — 14 dias HE 63X. Observam-se
“pontes” de tecido 6sseo neoformado ainda imaturo entre as particulas de
biovidro.



No grupo |, aos 28 dias, coagulo, foi observado trabeculado ésseo
maduro preenchendo grande parte do alvéolo. Nota-se a presenca de
ostedcitos no interior das trabéculas 6sseas, que se encontravam bastante
espessas e com a morfologia bem definida. Pequenas ilhas de tecido
conjuntivo foram observadas entre as trabéculas 6sseas neoformadas (figura

6).

Figura 6- Grupo | — coagulo terco médio — 28 dias HE 63X. Alvéolo apresenta
tecido 6sseo neoformado com maturidade em praticamente toda sua extenséo.



No grupo |, aos 28 dias, vidro bioativo, foi observado o biomaterial
envolvido pelo tecido conjuntivo e em algumas areas, por tecido ésseo
neoformado (figura 7), sendo que este apresentava-se em maior propor¢cao do
gue no grupo de 14 dias, vidro. As particulas do biomaterial encontravam-se
bem incorporadas ao tecido neoformado e ndo havia sinais de reabsorcdo do

material mostrando a sua biocompatibilidade

A

Figura 7- Grupo | — vidro bioativo terco médio — 28 dias HE 63X. Observa-se
tecido 6sseo neoformado ao redor das particulas de biovidro (A).



Grupo Il

No grupo Il, aos 7 dias, coagulo, foi observado intenso infiltrado
inflamatdrio, presenca de coagulo sanguineo, discreta proliferacéo fibroblastica
e de células endoteliais a partir dos remanescentes do ligamento periodontal.
No terco médio do alvéolo, foi possivel observar o inicio de formacédo de tecido
0sseo, ainda bastante incipiente e envolto por grande quantidade de coagulo

sanguineo (figura 8).

Figura 8- Grupo Il — coagulo terco médio — 7 dias HE 160X. Presenca de
infiltrado inflamatério intenso com desorganizagéo celular.



No grupo Il, aos 7 dias, vidro bioativo, foi observado tecido conjuntivo
imaturo envolvendo as particulas do biomaterial. Junto a este tecido conjuntivo
imaturo, foi possivel observar ainda a presenca de um infiltrado inflamatério
intenso. A Figura 9 representa o alvéolo em reparacdo aos 7 dias de um
espécime do grupo I, vidro bioativo, mostrando as particulas do vidro bioativo
envolvidas pelo tecido conjuntivo junto com remanescentes do coagulo

sanguineo.

Figura 9- Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 7 dias HE 160X. Particulas de
vidro bioativo no interior do alvéolo. Desorganizacdo celular intensa (A) nos
espacos entre as particulas do biomaterial.



No grupo Il, aos 14 dias, coagulo, foi observado tecido conjuntivo
imaturo e trabéculas Gsseas delgadas e imaturas presentes nos tercos médio e
apical do alvéolo dental. Foi possivel visualizar uma menor quantidade de
trabeculado 6sseo quando comparado ao grupo | coagulo 14 dias, mostrando
um atraso na cronologia do processo de reparo alveolar neste grupo
experimental. Nota-se a presenca das trabéculas delgadas e imaturas e grande
parte de tecido conjuntivo envolvendo este trabeculado ésseo em formagéo

(figura 10).

Figura 10- Grupo Il — coagulo terco médio — 14 dias HE 160X. Observa-se
presenca de trabéculas dsseas neoformadas imaturas e grandes lacunas com
tecido conjuntivo (A).



No grupo IlI, aos 14 dias, vidro bioativo, foi observado um tecido
conjuntivo imaturo junto as particulas de vidro bioativo. Algumas areas de
mineralizacdo do tecido conjuntivo (bastante discretas) foram observadas

préximas as particulas do biomaterial (figura 11).

Figura 11- Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 14 dias HE 160X. Discretas
areas de “pontes” de tecido 6sseo entre as particulas de biovidro.



No grupo Il, 28 dias, coagulo, foram observadas trabéculas Osseas
imaturas preenchendo uma maior proporcdo do alvéolo quando em
comparacédo ao periodo anterior neste mesmo grupo. Vale destacar que estas
trabéculas imaturas apresentavam-se bastante delgadas, e em muitas regides
do alvéolo dental ainda era possivel observar tecido conjuntivo imaturo (figura

12).

Figura 12- Grupo Il — coagulo terco médio — 28 dias HE 160X. Alvéolo
apresenta tecido 0sseo neoformado imaturo e algumas regides com tecido
conjuntivo (A).



No grupo I, 28 dias, vidro bioativo, foi observado tecido conjuntivo
envolvendo as particulas do biomaterial. Como no periodo anterior, neste
mesmo grupo, apenas discretas areas de mineralizacdo 6ssea foram

observadas junto a algumas particulas do biovidro (figura 13).

Figura 13- Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28 dias HE 160X. Observa-
se pequena quantidade de tecido ésseo neoformado ao redor das particulas de
biovidro (A) e varias regifes com auséncia da formacgéo de tecido 6sseo (B).



Grupo Il

No grupo lll, 7 dias, coagulo, foi observado o coagulo sanguineo
preenchendo grande parte do alvéolo dental. Foi observada também a
presenca de proliferacdo fibroblastica e de células endoteliais a partir dos
remanescentes do ligamento periodontal, em direcdo ao alvéolo dental. Vale
destacar a presenca de um tecido conjuntivo junto com remanescentes do

coagulo sanguineo (figura 14).

Figura 14- Grupo lll — coagulo terco médio — 7 dias HE 160X. Nota-se presenca
de tecido conjuntivo junto aos remanescentes de coagulo sanguineo.



No grupo Ill, 7 dias, vidro bioativo, foi observado um infiltrado
inflamatério envolvendo todas as particulas do biomaterial. Nas regides do
terco apical e médio, onde ndo foram observadas as particulas do biomaterial,
foi observada a presenca de um tecido conjuntivo imaturo e uma discreta
proliferacao de fibroblastos e células endoteliais a partir dos remanescentes do
ligamento periodontal. Nota-se a presenca de grande quantidade de infiltrado

inflamatdério envolvendo as particulas do biomaterial (figura 15).

Figura 15- Grupo Ill — vidro bioativo terco médio — 7 dias HE 160X. Presenca de
particulas de biovidro no interior do alvéolo e intensa desorganizacao celular.



No grupo lll, 14 dias, coagulo, foram observadas discretas trabéculas
Osseas imaturas, delgadas, preenchendo pequena parte do alvéolo dental.
Nota-se a presenca das trabéculas 6sseas delgadas e imaturas ainda envoltas

por grande quantidade de tecido conjuntivo (figura 16).

Figura 16- Grupo Ill — coagulo terco médio — 14 dias HE 160X. Observam-se
areas de tecido 6sseo neoformado e grande quantidade de tecido conjuntivo.



No grupo lll, 14 dias, vidro bioativo, foram observadas particulas de vidro
bioativo envolvidas por tecido conjuntivo imaturo. Ndo foram observadas areas
de mineralizacdo junto as particulas do biomaterial na maioria dos espécimes
avaliados, como pode ser observado na Figura 17, que representa o terco
médio do alvéolo em reparacdo de um dos espécimes deste grupo e periodo

experimental.

Figura 17- Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 14 dias HE 160X. Auséncia
de tecido 6sseo neoformado ao redor das particulas de biovidro.



No grupo lll, 28 dias, coagulo, foram observadas trabéculas dsseas mais
maduras do que no periodo anterior. No entanto, as trabéculas ainda se
apresentavam delgadas e com morfologia irregular, apesar de serem
observadas preenchendo uma maior quantidade do alvéolo dental quando

comparado ao periodo anterior, neste mesmo grupo experimental (figura 18).

Figura 18- Grupo Ill — coagulo terco médio — 28 dias HE 160X. Alvéolo
apresenta tecido 6ésseo neoformado com maturidade em praticamente toda sua
extenséao.



No grupo lll, 28 dias, vidro bioativo, foram observadas particulas de vidro
bioativo envolvidas por tecido conjuntivo e préximo ao biomaterial foi possivel
observar areas de mineralizacdo 6ssea. Entretanto, na maioria dos espécimes,
apesar da mineralizacdo junto as particulas do biomaterial, foi observado um
predominio de tecido conjuntivo junto a toda a extensdo do alvéolo dental

(figura 19).

Figura 19- Grupo lll — vidro bioativo terco médio — 28 dias HE 160X. Observa-
se tecido 6sseo neoformado ao redor das particulas de biovidro (A) e algumas
regides com tecido conjuntivo (B).



4 _3-Anadlise histométrica.

Para os cortes corados por Tricrdbmico de Masson foi realizada uma
andlise quantitativa do tecido 6sseo neoformado no terco médio lingual do
alvéolo. As imagens referentes aos dois campos de tamanhos idénticos
localizados na porcao lingual do terco médio do alvéolo foram capturadas e
entdo transferidas para o Software Imagelab2000 (Diracom 3) onde o tecido
0sseo neoformado no campo foi delimitado manualmente realizando-se o
“Célculo de regibes”. Os valores obtidos de cada area analisada foram
armazenados em uma planilha de calculos, e descritas em gréaficos para
comparacéo de valores.

Cada grupo experimental (GI, GIl e Glll) foi demonstrado
separadamente pelos graficos 1, 2 e 3 respectivamente, a fim de se
estabelecer comparagdes visiveis entre o0s subgrupos. As porcentagens
representadas nos graficos representam valores percentuais médios da area

ocupada por tecido ésseo.
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Gréfico 1- Gréafico em colunas representando a porcentagem média de
0sso neoformado no grupo |, comparando os subgrupos coagulo e

vidro, em todos os periodos experimentais.

GRUPO CONTROLE COAGULO - G1C

Periodo % Desvio Erro
7 dias 9.06 6.0831 2.4826
14 dias 24.12 7.3835 2.6024
28 dias 31.81 11.2755 3.5656
GRUPO CONTROLE VIDRO - G1V
Periodo % Desvio Erro
7 dias 2.34 2.6521 0.9845
14 dias 10.07 3.0825 1.0864
28 dias 18.61 5.6968 2.0079
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Porcentagem média de osso neoformado no Grupo |l
comparando os subgrupos codagulo e vidro bioativo.
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Gréfico 2- Gréafico em colunas representando a porcentagem média de 0sso
neoformado no grupo I, comparando os subgrupos coégulo e vidro, em todos
os periodos experimentais.

GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO COAGULO - G2C

Periodo % Desvio Erro
7 dias 4.03 1.2336 0.4347
14 dias 16.12 4.9345 1.7392
28 dias 22.55 6.9028 2.4329
GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO VIDRO - G2V
Periodo % Desvio Erro
7 dias 1.40 0.4285 0.1510
14 dias 3.03 0.9275 0.3269
28 dias 4.07 1.2458 0.4390
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Gréfico 3- Grafico em colunas representando a porcentagem média de
0sso neoformado no grupo Ill, comparando os subgrupos coagulo e

vidro, em todos os periodos experimentais.

GRUPO DIABETICO CONTROLADO COAGULO - G3C

Periodo % Desvio Erro
7 dias 476 1.4571 0.5135
14 dias 21.91 6.7069 2.3639
28 dias 28.64 8.7671 3.0900
GRUPO DIABETICO CONTROLADO VIDRO - G3V
Periodo % Desvio Erro
7 dias 2.11 0.6459 0.227
14 dias 6.68 2.0448 0.1064
28 dias 14.91 4.5641 1.6086




4 4- Andlise Estatistica.

A andlise estatistica foi realizada através da comparacao entre a taxa de
formacdo dssea observada, na presenca do codgulo sanguineo ou vidro
bioativo, nos trés diferentes grupos experimentais.

Apbés a aplicacdo do teste de normalidade, foi utilizado o teste
paramétrico de Andlise de Variancia e o pés teste de Holm Sidak para avaliar
se houve diferencas entre os grupos experimentais avaliados (p<0,05). Para as
comparacdes entre o processo de reparo alveolar observado na presenca do
codgulo sanguineo ou vidro bioativo, foi utilizado o teste t de Student ndo

pareado. O nivel de significAncia estabelecido foi de 5% (p<0,05).

Porcentagem média de formac&o 6ssea aos 7 dias nos
grupos |, Il e lll e subgrupos coagulo e vidro bioativo.

9,06

10+

m Coéagulo
O Vidro

Gl Gll Gl

Gréfico 4- Porcentagem média de formacao de tecido 6sseo no terco
médio do alvéolo dos grupos |, Il e lll e nos subgrupos coagulo e vidro
aos 7 dias pos-operatorios.
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Gréfico 5- Porcentagem média de formacéo de tecido 6sseo no terco
médio do alvéolo dos grupos |, Il e lll e nos subgrupos coagulo e vidro

aos 14 dias pds-operatorios.

bioativo.
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Porcentagem média de formagao 6ssea aos 28 dias
nos grupos |, Il e lll e subgrupos coagulo e vidro
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Gréfico 6- Porcentagem média de formacdo de tecido 6sseo no terco
médio do alvéolo dos grupos |, Il e lll e nos subgrupos coagulo e vidro

aos 28 dias pds-operatorios.




Onde:

A:- ha diferenca estatisticamente significante em nivel de 5 % (p<0,05)
guando comparado ao grupo | subgrupo coagulo.

B:- h& diferenca estatisticamente significante em nivel de 5 % (p<0,05)
guando comparado ao grupo |l subgrupo coagulo.

C:- h4 diferencga estatisticamente significante em nivel de 5 % (p<0,05)
guando comparado ao grupo | subgrupo vidro.

D:- h& diferenca estatisticamente significante em nivel de 5 % (p<0,05)
guando comparado ao grupo Il subgrupo vidro.

*.- ha diferenca estatisticamente significante em nivel de 5 % (p<0,05)

guando se compara os subgrupos coagulo e vidro bioativo.

4.5- Andlise Imunoistoquimica.

As andlises das rea¢des imunoistoquimicas foram qualitativa e semi
quantitativa em microscopio de luz. Na andlise qualitativa foram consideradas a
auséncia e presenca de marcagdes positivas para as proteinas estudadas e a
expressdo das mesmas em diferentes tipos celulares. A avaliacdo semi
guantitativa foi realizada a partir da atribuicdo de escores para as laminas de
cada espécime dos diferentes grupos e periodos experimentais.

Foram avaliadas as imunomarcagfes para as proteinas OPG, RANK,
RANKL, Osteocalcina e TRAP.

A imunomarcacao para a proteina RANK foi visualizada em células do
tecido conjuntivo, bem como em células semelhantes a osteoblastos dispostas

ao redor das trabéculas 6sseas em formacéo.



As marcacdes positivas para RANKL foram visualizadas em células do
tecido conjuntivo, osteoblastos ao redor do trabeculado 6sseo neoformado e
também em ostedécitos aprisionados no tecido 6sseo formado durante o
processo de reparo alveolar.

A Osteoprotegerina (OPG) foi visualizada em células do tecido
conjuntivo, osteoblastos e osteécitos presentes ao redor e no interior do
trabeculado ésseo neoformado.

A expressdo da Osteocalcina foi observada em osteoblastos e também
na matriz extracelular, ou seja, no tecido conjuntivo antes que o0 processo de
mineralizacao tenha ocorrido. Vale destacar que a osteocalcina € uma proteina
da matriz 6ssea ndo colagenosa que também apresenta imunomarcagdo no
préprio tecido 6sseo ao se mineralizar e portanto sendo também considerada
uma marcacao positiva para esta proteina.

A proteina TRAP foi visualizada em osteoclastos presentes ao redor do
alvéolo e também junto as trabéculas 6sseas neoformadas.

Os resultados gqualitativos serdo apresentados descritivamente em
funcdo dos grupos experimentais. A analise semi quantitativa sera apresentada
em funcdo dos escores atribuidos apdés a avaliacdo de cada espécime
analisado; estes resultados estdo descritos em fungdo de cada proteina
analisada e estdo sumariados numa Tabela que vem na sequéncia da

descrigdo dos campos histolégicos.



GRUPO |

Coagulo

7 dias

E observada discreta imunomarcagdo para RANK em células
semelhantes a osteoblastos ao redor das trabéculas 6sseas em fase inicial de
formacao, visualizadas na porcéo apical e proxima a parede lingual do alvéolo.
Junto as paredes alveolares as marcagdes sdo moderadas para esta proteina.

A RANKL apresenta-se expressa moderadamente em osteoblastos
presentes ao redor de trabéculas 6sseas nos tergcos médio e apical. Alguns
osteocitos também séo observados com marcagéo discreta para RANKL.

Fibroblastos do tecido conjuntivo apresentam marcacao discreta para
OPG; a Osteocalcina apresenta marcacao discreta em trabéculas 6sseas em

formagéo. Nas bordas do alvéolo nota-se moderada expresséo de TRAP.



Figura 20 — Grupo | — coagulo terco médio — 7 dias RANKL 63X. Marcagbes
especificas para a proteina RANKL em osteoblastos e ostedcitos.

Figura 21- Grupo | — coagulo terco médio — 7 dias Osteocalcina 63X. Discreta
imunomarcacdo para Osteocalcina.



14 dias

Ao redor das trabéculas ésseas, localizadas nos tercos médio e apical
do alvéolo, observamos marcacdes de moderada a intensa para RANK em
células com morfologia semelhante a osteoblastos.

Nos trés tercos alveolares, evidenciamos marcacdes positivas intensa
para RANKL em células como osteoblastos, fibroblastos e ostedcitos
localizados ao redor do trabeculado 6sseo.

A OPG apresenta discreta marcacdo em fibroblastos e osteoblastos
localizados na periferia da matriz sintetizada.

No ostedide encontramos marcagdes com intensidade de moderada a
intensa para Osteocalcina e marcagfes bastante discretas nas trabéculas
neoformadas.

Foi observada intensa marcagdo positiva para TRAP em células
osteoclasticas presentes junto as trabéculas neoformadas e na parede do

alvéolo (borda).



Figura 22 — Grupo | — codgulo terco médio — 14 dias RANKL 63X. Intensa
marcacdo celular de RANKL em osteoblastos, fibroblastos e ostedcitos.

Figura 23 — Grupo | — coéagulo terco médio — 14 dias TRAP 63X. Intensa
marcacdo em osteoclastos presentes junto as trabéculas 6sseas neoformadas.



Figura 24 — Grupo | — coagulo terco médio — 14 dias RANK 63X. Marcacgbes
especificas para RANK em células semelhantes a osteoblastos.

Figura 25 — Grupo | — coagulo terco médio — 14 dias Osteocalcina 63X.
Ostedide marcado positivamente para Osteocalcina.



28 dias

Ao redor das trabéculas 6sseas neoformadas e em ostedcitos a RANK
apresenta discreta expressividade.

A RANKL apresenta marcacdes de moderada a intensa em células do
tipo ostedcitos localizados nas trabéculas neoformadas. J& para as proteinas
OPG e RANK as marcag0des sao discretas.

No trabeculado 6sseo neoformado podemos notar ainda moderada
imunomarcacdo para Osteocalcina. Ao longo de toda a extensdo alveolar

notamos imunomarcagédo moderada para TRAP.

Figura 26 — Grupo | — coagulo terco médio — 28 dias Osteocalcina 63X.
Imunomarcacdo moderada para Osteocalcina no trabeculado désseo
neoformado.



GRUPO I

Coagulo

7 dias

Ao compararmos este grupo com o grupo | coagulo no mesmo periodo
notamos uma diminuicdo na quantidade do trabeculado 6sseo neoformado. Ha
a presenca de tecido conjuntivo intercalando-se com remanescentes de
coagulo sanguineo preenchendo todo o alvéolo. Nota-se a presenca de
algumas trabéculas 6sseas em inicio de formacéo.

Ocorre discreta imumarcacédo para RANK. A RANKL apresenta discreta
expressdao em células do tecido conjuntivo; a expressdao para OPG é de
moderada a intensa. As marcagfes para Osteocalcina e TRAP também s&o de

intensidade discreta.

Figura 27 — Grupo Il — codgulo terco médio — 7 dias RANK 63X. Presenca de
tecido conjuntivo no interior do alvéolo. Discreta imunomarcagéo para RANK.



Figura 28 — Grupo Il — coagulo terco médio — 7 dias OPG 63X. Expressao com
intensidade moderada a intensa para OPG.

14 dias

As células com morfologia semelhante a osteoblastos, localizadas na
periferia da matriz 6ssea neoformada, apresentam intensa marcagao positiva
para RANK. As mesmas células sdo marcadas moderadamente para RANKL,
gue se expressa principalmente nas células do tecido conjuntivo; alguns
ostedcitos também sdo marcados por essa proteina.

A OPG apresenta de discreta a moderada imunomarcagdo em ceélulas
do tecido conjuntivo e em osteoblastos.

Em alguns locais onde ainda se observa tecido conjuntivo notamos

discreta imunomarcacdo para Osteocalcina. Nas trabéculas 0Osseas



neoformadas ainda ndo ocorrem marcacfes para esta proteina. Sao discretas

as marcacOes em osteoclastos para TRAP.

Figura 29 — Grupo Il — coagulo terco médio — 14 dias OPG 63X. Células do
tecido conjuntivo e osteoblastos marcados positivamente para OPG.

Figura 30 — Grupo Il — coagulo terco médio — 14 dias RANK 63X. Intensa
marcacdo de RANK na periferia da matriz 6ssea neoformada.



28 dias

Ocorre intensa imunomarcacao para RANK em células semelhantes a
osteoblastos ao redor do trabeculado 6sseo e também em ostedcitos; também
ocorre imunomarcacao intensa para RANKL nos mesmos locais de RANK e em
células do tecido conjuntivo presente.

A OPG apresenta moderada expressdo em osteoblastos localizados ao
redor das trabéculas 0sseas e também em ostedcitos. As trabéculas dsseas
formadas apresentam discretas marcagfes para Osteocalcina.

Com intensidade discreta as células do tipo osteoclastos sdo marcadas

positivamente para TRAP.

Figura 31 — Grupo Il — coagulo terco médio — 28 dias Osteocalcina 63X.
Trabéculas 6sseas neoformadas com discreta marcacgédo para Osteocalcina.



GRUPO I

Coagulo

7 dias

O tecido conjuntivo est4 presente em grande parte do alvéolo e
apresenta moderada marcacao para RANK, que também se expressa na
mesma intensidade em células semelhantes a osteoblastos localizados na
periferia da matriz. Ocorre intensa imunomarcacgdo para as proteinas RANKL e
OPG em osteoblastos e células do tecido conjuntivo.

A TRAP e a Osteocalcina apresentam discreta expressividade neste

periodo.

Figura 32 — Grupo Il — coagulo terco médio — 7 dias RANK 63x. Tecido
conjuntivo e células com morfologia semelhante a osteoblastos marcados
moderadamente para RANK.



14 dias

Ocorrem marcacOes intensas de RANKL e OPG em osteoblastos
localizados ao redor das trabéculas 6sseas e também em ostedcitos. As
marcacdes positivas para Osteocalcina variam de moderada a intensa em
trabéculas 6sseas e matriz extracelular. Ndo ocorrem marcacdes para RANK
neste grupo e periodo.

A TRAP apresenta imunomarcag¢do moderada.

Figura 33 — Grupo lll — coagulo terco médio — 14 dias Osteocalcina 63X.
MarcagOes para Osteocalcina na matriz extracelular e trabéculas 6sseas.



28 dias

Observa-se a presenca de apenas algumas células semelhantes a
osteoblastos presentes ao redor das trabéculas 6sseas. A imunomarcacao para
RANK varia de ausente a discreta nestas células.

Os ostedcitos sdo marcados moderadamente para RANKL. Ja a OPG
apresenta intensa imunomarcagdo em ostedcitos e nos osteoblastos ao redor
das trabéculas 6sseas neoformadas.

A Osteocalcina apresenta imunomarcagfes com moderagdo na matriz

extracelular e trabéculas 6sseas. Observamos moderada expresséo de TRAP.

Figura 34 — Grupo |ll — coagulo terco médio — 28 dias OPG 63X. Marcacdes
especificas para OPG em ostedcitos e osteoblastos ao redor do trabeculado
0sseo.



Figura 35 — Grupo Il — codgulo terco médio — 28 dias Osteocalcina 63X.
Trabéculas 6sseas e matriz extracelular marcadas positivamente.



GRUPO |

Vidro Bioativo

7 dias

Nota-se a presenca de grande quantidade de células inflamatérias
localizadas ao redor do vidro bioativo. Em alguns espécimes, foi observado o
vidro bioativo localizado no terco apical e em outros espécimes, o vidro bioativo
estava localizado no terco médio. Neste periodo ndo foram observadas
trabéculas 6sseas neoformadas e a imunomarcacdo positiva para RANK foi
observada de discreta a moderada no tecido conjuntivo. Em alguns pontos foi
observado o inicio de organizacdo do trabeculado 6sseo preenchendo o
alvéolo dental.

A RANKL apresenta-se expressa com discricdo em ostedcitos, no 0sso
pré-existente e no tecido conjuntivo. Ocorre discreta imunomarcacao para OPG
em células do tecido conjuntivo.

Observamos imunomarcacéo discreta no trabeculado ésseo em inicio de
formacé&o para Osteocalcina. A mesma intensidade de marcacgfes ocorre para

TRAP.



Figura 36 — Grupo | — vidro bioativo terco médio — 7 dias Osteocalcina 63X.
Trabeculado 6sseo em inicio de formacdo com discreta marcagcdo para
Osteocalcina.

Figura 37 — Grupo | — vidro bioativo terco médio — 7 dias RANKL 63X. Discreta
marcacdo em ostedcitos no 0sso pré-existente e tecido conjuntivo.



14 dias

Ocorre imunomarcacdo moderada para RANK nas células do tecido
conjuntivo preenchendo grande parte do alvéolo dental. As marcacdes para
RANKL também sdo de intensidade moderada, no entanto, ocorrem em
osteoblastos localizados ao redor das trabéculas Osseas neoformadas e
também nos ostedcitos; ha a presenga de imunomarcagéo positiva também no
tecido conjuntivo.

Nas laminas analisadas para este grupo, subgrupo e periodo ndao ha
evidenciacdo da expressdo de OPG e Osteocalcina. A TRAP apresenta

imunomarcacéao discreta.

Figura 38 — Grupo | — vidro bioativo terco médio — 14 dias Osteocalcina 63X.
Auséncia de marcacdes especificas para Osteocalcina.



28 dias

Ostedcitos sdo marcados positivamente com intensidade moderada para
RANK.

Ocorre imunomarcacéo variando de moderada a intensa para RANKL
em ostedécitos e em osteoblastos localizados na periferia da matriz 6ssea. Ha
imunomarcacao positiva para RANKL também em tecido conjuntivo.

A auséncia da expressdo de OPG ainda ocorre como aos 14 dias.
Alguns osteoblastos estdo marcados positivamente para Osteocalcina. No
entanto, ndo ha marcacao positiva em trabéculas 6sseas neoformadas.

A TRAP apresenta imunomarcacdo intensa junto ao biomaterial e

também nas trabéculas 6sseas neoformadas.

Figura 39 — Grupo | — vidro bioativo terco médio — 28 dias TRAP 63X. Marcagéo
intensa de TRAP junto as particulas do biovidro e também nas trabéculas
Osseas.



Figura 40 — Grupo | — vidro bioativo terco médio — 28 dias Osteocalcina 63X.
Algumas células (osteoblastos) marcadas positivamente para Osteocalcina.



GRUPO I

Vidro bioativo

7 dias

A RANK apresenta imunomarcagao de discreta a moderada em células
semelhantes a ostedcitos presentes no tecido 6sseo em formacdo, bem como
em células semelhantes a osteoblastos localizadas ao redor das trabéculas
o0sseas neoformadas. Células do tecido conjuntivo também apresentam
imunomarcagao positiva para esta proteina variando de moderada a intensa.

Ocorre intensa imunomarcacdo de RANKL em células do tecido
conjuntivo, que preenche grande parte do alvéolo. Observa-se moderada
imunomarcacdo para OPG em osteoblastos ao redor das trabéculas Osseas
neoformadas e também nas células do tecido conjuntivo. Ha poucas trabéculas
O0sseas neoformadas e estas apresentam discreta imunomarcagdo para
Osteocalcina.

No terco apical nota-se maior quantidade de tecido 6sseo neoformado
em relacdo aos outros dois tercos alveolares. Ocorre um predominio de

marcagdes no terco apical para TRAP com discreta intensidade.



Figura 41 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 7 dias OPG 63X.
Osteoblastos e tecido conjuntivo com marcacdes positivas.

Figura 42 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 7 dias Osteocalcina 63x.
Pouca formacéo de tecido 6sseo. Discreta imunomarcacéo para Osteocalcina.



Figura 43 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 7 dias RANK 63X. Tecido
conjuntivo (marcacdo moderada a intensa) e células semelhante a ostedcitos e
osteoblastos (marcacéo discreta a moderada) expressando RANK.

14 dias

Poucas trabéculas O0sseas sao observadas proximas as particulas do
biomaterial. No entanto, a RANK apresenta imunomarcacdo positiva de
moderada a intensa nas células do tecido conjuntivo bem como em células
semelhantes a osteoblastos.

Ocorre intensa marcacao para RANKL em osteoblastos e também em
ostedcitos. A OPG também apresenta intensa marcacdo em osteoblastos
localizados ao redor das trabéculas 6sseas, bem como nas células do tecido
conjuntivo que preenche a maior parte do alvéolo dental.

Na matriz extracelular nota-se imunomarcagdo moderada para Osteocalcina;

as trabéculas ésseas ndo apresentam imunomarcacao positiva.



A TRAP apresenta imunomarcacdo moderada em osteoclastos.

Figura 44 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 14 dias TRAP 63X.
Osteoclastos marcados para TRAP.

Figura 45 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 14 dias OPG 63X. Tecido
conjuntivo preenchendo grande parte do alvéolo dental. Intensa marcagéo de
OPG.



28 dias

Osteoblastos localizados na periferia da matriz sintetizada e ostedcitos
apresentam intensa imunomarcagao para RANK.

Ocorre intensa imunomarcacdo nos osteoblastos ao redor das
trabéculas 6sseas e também nas células do tecido conjuntivo para RANKL e
OPG.

Alguns pontos da matriz extracelular apresentam discreta
imunomarcacdo para Osteocalcina, que se expressa com intensidade
moderada em osteoblastos ao redor das trabéculas neoformadas. Nao ha
marcagao nas trabéculas 0sseas.

A TRAP apresenta moderada imunomarcacao positiva no terco médio
alveolar. Menor imunomarcacdo para esta proteina pode ser observada no

terco apical do alvéolo.



Figura 46 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28 dias RANK 63X. RANK
se expressando com intensidade na periferia da matriz ja sintetizada e em
células semelhante a ostedcitos.

Figura 47 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28 dias Osteocalcina 63X.
Particula do biovidro no terco médio alveolar. Alguns pontos da matriz
extracelular e osteoblastos com marcacdes especificas para Osteocalcina.



Figura 48 — Grupo |l — vidro bioativo terco médio — 28 dias OPG 63X. Tecido
conjuntivo e osteoblastos marcados com intensidade.



GRUPO I

Vidro bioativo

7 dias

Neste periodo ndo foram observadas particulas do biomaterial no terco
médio e apical; ha a presenca de tecido conjuntivo imaturo em praticamente
toda a extensdo alveolar. A expressividade de RANK é moderada em células
semelhantes a osteoblastos.

A RANKL apresenta discreta imunomarcacdo nas células do tecido
conjuntivo. O mesmo ocorre para a proteina Osteoprotegerina. Alguns
ostedcitos sdo marcados positivamente para OPG e também alguns
osteoblastos localizados ao redor das trabéculas 6sseas.

O trabeculado 6sseo neoformado apresenta discreta marcagdo para

Osteocalcina . A TRAP expressa-se com moderacéao.



Figura 49 — Grupo Ill — vidro bioativo terco médio — 7dias RANK 63X. Presenca
de tecido conjuntivo imaturo em praticamente toda extenséo alveolar. Moderada
expressdo de RANK em osteoblastos.

Figura 50 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 7dias RANKL 63X. Células
do tecido conjuntivo com discreta marcagdo para RANKL.



14 dias

Muito semelhante ao grupo | vidro no mesmo periodo, a RANK expressa
discreta imunomarcacédo em células semelhantes a osteoblastos.

E observado intensa imunomarcacdo nas células do tecido conjuntivo
para RANKL. A OPG expressa-se moderadamente nestas mesmas células e
também em ostedcitos e osteoblastos .

Na matriz extracelular podemos notar moderada imunomarcagao para
Osteocalcina, que também se expressa de forma discreta nas trabéculas
O6sseas neoformadas. Igual ao grupo coagulo no mesmo periodo e grupo, a

TRAP apresenta imunomarcacédo moderada em osteoclastos.

Figura 51 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — l4dias TRAP 63X.
Moderada expressao de TRAP.



Figura 52 — Grupo |l — vidro bioativo terco médio — 14dias OPG 63X. Moderada
a intensa expresséao de OPG.

28 dias

Mesmo havendo locais préximos ao biomaterial com intensa
mineralizacdo ainda podemos notar areas de tecido conjuntivo na extensdo
alveolar.

A proteina RANK mostra discreta expressdo em células semelhantes a
osteoblastos. JA& a RANKL mostra positividade de moderada a intensa em
ostedcitos.

A Osteocalcina apresenta imunomarcacdo moderada nas trabéculas
Osseas e intensa expressividade na matriz extracelular e no tecido conjuntivo.
A OPG tem expressao de discreta a moderada no tecido conjuntivo. Quando
comparado ao grupo coagulo no mesmo grupo e periodo a TRAP apresenta a

mesma intensidade de marcacfes (moderada a intensa).



Figura 53 — Grupo Il — vidro bioativo terco médio — 28dias Osteocalcina 63X.
Intensa expressédo de Osteocalcina na matriz extracelular e moderada expresséo
nas trabéculas 6sseas.

Figura 54 — Grupo lll — vidro bioativo terco médio — 28dias TRAP. Moderada-
intensa expressao de TRAP.



Os gréficos a seguir ilustram a analise semi quantitativa realizada
através da atribuicdo de scores para cada proteina avaliada em cada grupo,

subgrupo e periodo experimental estudados.

Andlise semi quantitativa da expressao da
OSTEOPROTEGERINA em todos 0s grupos,
subgrupos e periodos analisados.
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Grafico 7- Representacdo grafica comparativa da expressdo de
Osteoprotegerina apés analise semi quantitativa.

Andlise semi quantitativa da expressao da RANK em
todos os grupos, subgrupos e periodos analisados.
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Gréfico 8- Representacdo grafica comparativa da expressdo de RANK
apods andlise semi quantitativa.



Analise semi quantitativa da expressdo da RANKL em
todos os grupos, subgrupos e periodos analisados.
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Gréfico 9- Representacéo grafica comparativa da expressdo de RANKL
apos analise semi quantitativa.

Andlise semi quantitativa da expressao da
OSTEOCALCINA emtodos os grupos, subgrupos e
periodos analisados.
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Gréfico 10- Representacdo grafica comparativa da expressdo de
Osteocalcina apds andlise semi quantitativa.




Analise semi quantitativa da expressao da TRAP em
todos os grupos, subgrupos e periodos analisados.
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Grafico 11- Representacao grafica comparativa da expressao de TRAP
apos andlise semi quantitativa.




DIscussao



5 DISCUSSAO

O processo de reparo alveolar constitui-se numa sequéncia de eventos
que envolvem respostas dindmicas com 0 Unico objetivo de formar tecido
0sseo preenchendo a cavidade éssea formada apos a exodontia, mantendo a
homeostasia mineral do organismo®*’. Este processo encontra-se completo
aos 28 dias, com o alvéolo preenchido completamente por tecido ésseo, a
crista alveolar remodelada e o epitélio da mucosa gengival totalmente
regenerado, em modelo experimental de rato®® .

Estudos até entdo realizados mostram que o melhor material a
preencher o alvéolo dental pés exodontia e que permite as melhores respostas
durante o processo de reparo alveolar consiste no coagulo sanguineo®*®. Junto
a interferéncia de materiais quanto as respostas do processo de reparo
alveolar, outro aspecto a ser considerado de grande relevancia consiste no
estado sistémico do paciente. Vérias patologias participam do dia a dia de
grande parte da populagédo e dentre estas patologias, destacamos o diabetes
mellitus. A alteragdo no metabolismo do agucar provocado por esta patologia
leva a uma variacdo sistémica que vai desde o processo de vascularizagdo até
a taxa de mineralizacéo 6ssea”**. Sabe-se que o paciente diabético também
apresenta comprometimento quanto a imunidade, possuindo uma maior
predisposicdo a ocorréncia de infec¢des e processos inflamatérios.

A literatura indica que em modelos de diabetes mellitus, induzido
experimentalmente pela injecdo de aloxana ou estreptozotocina, ocorre uma

queda na taxa de mineralizacdo 6ssea e ha um retardo na cronologia do



processo de reparo alveolar*®. Entretanto, ha4 necessidade de se buscar
alternativas que possam melhorar as condic@es de reparo 0sseo neste quadro.
Portanto, o estudo de respostas celulares produzidas por biomateriais e a
possibilidade de melhora no quadro do reparo 6sseo nesta situacdo pode vir a
ser uma alternativa viavel para se utilizar nestes pacientes.

Em funcdo destas necessidades, este trabalho foi idealizado com o
objetivo de comparar as respostas bioldgicas envolvidas no processo de reparo
alveolar em ratos nado diabéticos, diabéticos ndao controlados e diabéticos
controlados frente a duas situagdes: com o alvéolo preenchido por coagulo
sanguineo e com o alvéolo preenchido por um biomaterial, neste caso, o vidro
bioativo, sendo utilizado como tentativa de melhorar as respostas teciduais em
situac&o sabidamente comprometida.

Os resultados mostram que o grupo nado diabético coagulo sanguineo
obtiveram as melhores respostas quanto ao processo de formagdo Ossea. A
presenca da alteracdo sistémica em ratos com alvéolos preenchidos com
coagulo sanguineo promoveu uma taxa de formagéo déssea significativamente
menor comparado ao grupo nao comprometido sistemicamente preenchido
também com co&gulo sanguineo; essa resposta era esperada, uma vez que
estudos na literatura relatam esta mesma resposta*®.

Com relagdo as respostas imunoistoquimicas, destacamos que foram
avaliadas as imunomarcacbes para diferentes proteinas envolvidas em
respostas biolégicas especificas e importantes dentro da cronologia do
processo de reparo alveolar. Assim, foram avaliadas as respostas de
sinalizagdo celular quanto ao processo de remodelagdo Ossea, ou seja, a

relagdo entre formacdo e reabsorcdo Ossea a partir da avaliagdo da



imunomarcacdo dos novos membros da Familia dos Fatores de Necrose
Tumoral (OPG, RANK e RANKL); foi avaliada também a Osteocalcina, proteina
nao colagenosa presente na matriz organica do tecido 6sseo que caracteriza a
etapa de mineralizacdo 6ssea, principalmente quando se avalia a sua presenca
na trabécula 6ssea neoformada. Com o objetivo de melhor caracterizar estas
respostas, foram avaliadas também as imunomarcacfes para a TRAP, enzima
presente em osteoclastos ativos, identificando assim o processo de reabsorgéo
O6ssea em andamento. As diferentes proteinas avaliadas (OPG, RANK, RANKL
e Osteocalcina) permitiram avaliar as células de origem mesenquimal em
diferentes estagios, desde o estagio de fibroblastos até a caracterizagdo como
osteoblastos e ostedcitos, também permitindo que se avaliasse o grau de
maturacéo do tecido ao longo da cronologia do processo de reparo alveolar.
Nos animais ndo diabéticos codgulo sanguineo, a imunomarcacgéo para
RANK apresentou-se intensa aos 14 dias, caracterizando-se pelas marcagdes
positivas em células semelhantes a osteoblastos localizadas ao redor das
trabéculas Osseas neoformadas. Este aspecto, bastante intrigante, foi
confirmado em experimentos anteriores no nosso laboratério®, no qual foi
realizada a mesma observacdo, ou seja, a presenca de RANK em células,
semelhantes a osteoblastos em atividade de sintese ao redor das trabéculas
6sseas neoformadas. Vale destacar que estudos de Petit et al (2006)*
mostraram anteriormente a presenca de RANK em células com morfologia
semelhante a osteoblastos em experimentos no qual foi avaliada a
imunomarcacdo das proteinas da Familia do Fator de Necrose Tumoral em
areas de erosao 0ssea em pacientes que apresentavam artrite reumatoide. Nos

experimentos do nosso laboratério, varios testes comprovaram a especificidade



tanto das marcacdes observadas como também do anticorpo utilizado™. E
importante notar que a imunomarcacdo para RANK apresenta o seu pico de
expressao aos 14 dias, etapa em que ha uma maior atividade metabdlica das
células envolvidas neste processo®” e aos 28 dias, quando o processo de
reparo alveolar se completa, ha um decréscimo na presenca de marcacdes
positivas para esta proteina nas células do tecido ésseo.

Com relacdo a Osteoprotegerina (OPG) e RANKL, foi observado no
grupo de ratos nao diabéticos, coagulo sanguineo, que a RANKL, proteina
presente em células do tecido 6sseo e que sinaliza o processo de reabsor¢ao
Ossea, apresenta uma maior expressao ao final do processo de reparo alveolar.
Com relacdo a Osteoprotegerina, foi observada uma expressao discreta ao
longo de todos os periodos avaliados, no entanto, foi observado que com o
passar do tempo, as células que apresentavam marcagcao positiva para esta
proteina possuiam um maior grau de diferenciacdo, onde nas etapas iniciais do
reparo 6sseo (até os 14 dias) esta proteina apresentava-se expressa em
células do tecido conjuntivo (fibroblastos). Ja aos 28 dias, ao final do processo
de reparo alveolar, foram observadas imunomarcac¢des para Osteoprotegerina
em ostedcitos, células que caracterizam uma maior maturidade do tecido
0sseo. As marcacgdes discretas que caracterizam a Osteoprotegerina podem
ser justificadas por sua natureza de receptor soluvel, onde muitas vezes, ndo é
detectada na célula no momento em que se faz o0 processamento
imunoistoquimico.

A imunomarcacdo para Osteocalcina mostrou-se discreta nas etapas
iniciais da cronologia do processo de reparo e mostrou-se moderada aos 28

dias, etapa em que h& uma maior mineralizacdo das trabéculas Osseas



neoformadas.

A TRAP caracteriza a reabsor¢cdo O0ssea marcando osteoclastos em
atividade. Considerando que o0 processo de reparo alveolar envolve
predominantemente a resposta de formacdo de tecido Osseo, inicialmente
houve a idéia de que a TRAP estaria pouco presente, principalmente nas
etapas iniciais. Entretanto, desde os 7 dias pds exodontia, foram observados
varios osteoclastos com marcacao positiva para TRAP presentes nas bordas
do alvéolo dental. Aos 14 dias, ha a maior quantidade de osteoclastos com
marcacdo TRAP positiva observados, tanto ao redor do alvéolo dental, como
também junto as trabéculas dsseas neoformadas. Aos 28 dias, foi observada
uma diminuicdo nas marcagbes de osteoclastos positivos para TRAP. Este
resultado mostrou que mesmo num processo que se caracteriza principalmente
pela deposicdo 6ssea, ou seja, o predominio da formacdo Ossea, ha
necessidade de disponibilizagédo de célcio e fosfato com o objetivo de garantir a
homeostasia mineral; por este motivo consideramos que a imunomarcacao
expressiva para TRAP pode ter um papel muito importante neste sentido. Vale
destacar que aos 14 dias foi observada a maior expressédo da TRAP durante o
processo de reparo alveolar, mais uma vez a etapa em que ha o predominio de
atividade metabdlica celular, em que foram detectadas varias proteinas
presentes nas células que atuam nas respostas envolvidas no reparo alveolar.

A colocagdo do vidro bioativo no interior do alvéolo dental promoveu
alteracdes significativas quanto a taxa de formacdo 6ssea e também quanto as
imunomarcacfes das proteinas. A presenca do vidro bioativo promoveu uma
menor taxa de formacgdo éssea durante o processo de reparo alveolar. O vidro

bioativo mostrou-se um material biocompativel e que sofreu incorporagéo junto



ao tecido dsseo neoformado. Esta biocompatibilidade do biovidro, permitindo a
formacédo de tecido 6sseo e a proliferacao de células osteoblasticas em contato
com este biomaterial foi relatado em estudos anteriores da literatura®*®*. Em
nossos resultados pouco osso foi formado ao redor das particulas do
biomaterial e uma outra informacdo importante é que este tecido 6sseo
apresentou uma menor maturidade quando comparado as caracteristicas do
tecido 6sseo observadas no grupo ndo diabéticos codgulo sanguineo. Portanto,
apesar de biocompativel, o biomaterial utilizado induz a uma menor taxa de
formag@o 6ssea e uma menor maturagdo do tecido ésseo formado. Estudos

presentes na literatura confirmam este achado®*®

mostrando que qualquer
material introduzido num alvéolo em condi¢cdes normais provoca um atraso na
cronologia do processo de reparo alveolar. E importante destacar que grande
parte dos artigos que avaliam a interferéncia do biovidro sobre a viabilidade e

proliferacdo osteoblastica sdo experimentos in vitro*2®16465

sendo poucos
estudos disponiveis que realizam metodologias in vivo, em animais
experimentais®*®®. Os experimentos in vitro sdo importantes principalmente
por mostrarem o comportamento do biomaterial junto a atividade celular.
Quanto aos experimentos in vivo, vale destacar que sdo importantes pois
mostrardo a resposta bioldgica no organismo vivo, devendo-se considerar
todos 0os mecanismos alternativos existentes nas células, tecidos e sistemas
gue podem interagir, além das respostas celulares individuais, o que resulta em
vias alternativas que s&o recrutadas sempre no intuito de garantir a
homeostasia celular

Quanto as imunomarcagfes € possivel notar um decréscimo geral em

todas as proteinas avaliadas neste estudo no grupo vidro, ratos nao diabéticos.



Portanto, apés a colocacédo do vidro bioativo no alvéolo, foi observado que as
células tiveram uma atividade metabdlica reduzida, que pode ser justificado
pela menor expressdo das diferentes proteinas que sinalizam respostas
biolégicas do tecido ésseo, quando comparado ao grupo coagulo sanguineo.

A presenca da alteracao sistémica (grupo diabético ndo controlado) onde
o alvéolo foi preenchido com coagulo sanguineo, promoveu também uma taxa
de formagdo éssea significativamente menor do que o grupo ndo diabético
codgulo sanguineo, compativel com a literatura*®. A avaliacdo
imunoistoguimica mostrou, entretanto, que a atividade celular encontrava-se
aumentada para as proteinas RANK, RANKL e OPG, que apresentaram uma
marcacao positiva crescente conforme houve a evolugcdo na cronologia do
processo de reparo alveolar. No entanto, foi observada uma reducdo na
imunomarcacdo para Osteocalcina também ao longo da cronologia do
processo de reparo alveolar. Este aspecto é de grande relevancia quando se
considera que a taxa de mineralizacdo Ossea € reduzida em diabéticos,
destacando-se que a Osteocalcina é considerada um marcador da
mineralizacdo do tecido 6sseo®”. Vale destacar que estudos anteriores
mostram que a concentracdo plasmatica de Osteocalcina constitui-se num
marcador eficaz para a taxa de mineralizacdo de tecido 6sseo em animais
portadores do diabetes melitus®®"°. A ferramenta metodoldgica utilizada neste
trabalho (técnica imunoistquimica) permite a preservacéo da citoarquitetura do
tecido analisado, aspecto importante a ser considerado, pois a Osteocalcina,
um indicador do turnover 6sseo, € sintetizada por osteoblastos e incorporada
na matriz 6ssea pela ligacdo da hidroxiapatita por uma reacdo calcio

dependente™. Somente uma pequena porcdo desta proteina é liberada na



corrente sanguinea’®. A sua marcacdo diretamente no tecido 6sseo, como
observada em nossos estudos, permite uma melhor analise do seu papel
desempenhado junto a precipitacéo de céalcio sobre a matriz organica do tecido.

Quanto ao metabolismo 6sseo, é importante considerar que apesar de
os fatores de necrose tumoral estarem com as imunomarca¢cdes aumentadas
neste grupo, a Osteocalcina apresentava-se reduzida. Deve se considerar a
atuacdo de mecanismos intrinsecos de feedback celular que, na tentativa de
compensar a queda na disponibilidade de Osteocalcina, poderiam estar
desencadeando um aumento na disponibilizagdo destas outras proteinas na
tentativa de melhorar a mineralizacdo quando em presenca desta alteragcéo
sistémica. Esta consideragdo precisa ser melhor investigada em estudos
futuros.

Ainda quanto ao metabolismo 6sseo durante o diabetes, outro achado
importante em nossos resultados consistiu na imunomarcagdo para a TRAP
durante o processo de reparo alveolar. Em ratos diabéticos, houve uma
diminuigdo quanto & imunomarcacao para esta enzima, quando comparado aos
animais nao diabéticos. Relatos na literatura mostram que no diabetes é
observada uma reducgé&o no turnover 6sseo em funcdo da queda na expressao
de marcadores para reabsor¢cdo, como a TRAP e neoformacdo, como a
osteocalcina ou a fosfatase alcalina no plasma sanguineo. Esta reducdo no
turnover 6sseo resulta na diminuicAo no metabolismo dsseo e
consequentemente na taxa de mineralizacéo 6ssea’” .

A aplicacdo do vidro bioativo no alvéolo de ratos diabéticos nao
controlados pouco alterou a quantidade de tecido 6sseo formado quando

comparado ao grupo nao diabético que também recebeu o vidro no alvéolo.



Deve-se considerar o aspecto fisico da particula do vidro bioativo que ocupa
um espaco no interior do alvéolo no qual ndo se permite a formacao éssea,
dificultando a avaliacdo nas quantidades de osso formado. No entanto, é
importante destacar mais uma vez que o0 vidro bioativo ndo promoveu
respostas de rejeicdo do tecido désseo, mostrando-se bem incorporado ao
tecido 6sseo em formag&o>*®+%.

Nao foi observado o aumento na densidade de tecido 6sseo no interior
do alvéolo dental como observado quando este mesmo biomaterial foi
implantado no alvéolo de ratas osteoporéticas®®. Um fator que precisa ser
considerado é o periodo experimental que finaliza a nossa analise, aos 28 dias
pés exodontia, uma vez que em ratos controle, ao término deste periodo o
processo de reparo alveolar ja se encontra completo. No entanto,
considerando-se que a presenca de um material no interior do alvéolo promove
um atraso na cronologia do processo de reparo e considerando-se também as
respostas fisico-quimicas induzidas pelas particulas do vidro bioativo que tém
uma laténcia maior para desencadear suas possiveis respostas osteoindutoras
e osteocondutoras, haveria necessidade de se avaliar periodos mais tardios,
como 42 dias pds exodontia. Destacamos que nos experimentos a que nos
referimos anteriormente®, a avaliacdo do processo de reparo apés o implante
do vidro em ratas osteoporoéticas foi realizado aos 42 dias pés exodontia.

Quanto as proteinas avaliadas na imunoistoquimica, foi observado que
com a presenca do vidro bioativo no interior do alvéolo, houve uma expresséo
ainda maior das proteinas avaliadas, tanto nos membros do Fator de Necrose
Tumoral como também a Osteocalcina. O aumento na expressdao da

Osteocalcina em presenca do vidro bioativo foi observado anteriormente em



experimentos in vitro™. As respostas celulares parecem estar ainda mais
aumentadas apés a introducao do vidro bioativo no grupo de animais diabéticos
nao controlados. No entanto, 0 aumento nas respostas celulares néo foi
suficiente para melhorar a taxa de formacdo Ossea, visto que nao houve
aumento na quantidade de osso formado apds a colocacédo do vidro bioativo
nos ratos diabéticos. E importante destacar que quanto ao grau de maturac&o
celular durante o desenvolvimento do processo de reparo alveolar, é possivel
notar que as células envolvidas nas respostas do grupo diabético nao
controlado vidro bioativo mostraram um grau de maturagcdo maior do que o
observado no grupo diabético ndo controlado coagulo sanguineo. Foi
observada também wuma maior imunomarcacdo para Osteoprotegerina
principalmente aos 14 e 28 dias. Entretanto, ndo é possivel relacionar o
aumento de Osteoprotegerina com um possivel aumento na formagéo dssea, o
gue realmente nédo foi observado, uma vez que a RANKL, proteina que sinaliza
a reabsorcao 0ssea, também se apresentou marcada intensamente em todos
os periodos avaliados para este grupo experimental.

O controle do diabetes representado pelo grupo diabético controlado
mostrou respostas de formacdo dssea prOximas, porém menores
significativamente quando comparadas ao grupo ndo diabéticos, quando se
considera o alvéolo dental preenchido por codgulo sanguineo. Com relagéo as
proteinas avaliadas pela imunoistoquimica, foi observada uma redugdo na
imunomarcacdo para RANK e RANKL. Quanto a esta ultima proteina, houve
um pico de expressdo para a RANKL aos 14 dias, no entanto, aos 28 dias
houve diminuicdo na sua expressdo no grupo diabético controlado. A

Osteoprotegerina novamente apresentou-se intensamente marcada durante



todas as etapas do processo de reparo alveolar para este grupo diabético
controlado coagulo sanguineo. Associada a maior imunomarcacao para OPG,
a Osteocalcina também apresentou uma imunomarcacao crescente ao longo
da cronologia do processo de reparo alveolar. No entanto, foi observada
também imunomarcacéo na matriz extracelular do tecido conjuntivo, mostrando
gue este tecido formado no interior do alvéolo apresentava-se pouco maduro.

No grupo diabético controlado que recebeu vidro bioativo, foi observada
uma taxa de tecido 6sseo formado semelhante aos grupos ndo diabético e
diabético ndo controlado vidro bioativo.

As imunomarcacfes avaliadas mostraram uma menor atividade celular
quanto a expressdo destas proteinas sinalizadoras durante a evolugcdo do
processo de reparo alveolar para o grupo diabético controlado vidro bioativo.
As respostas celulares observadas neste grupo foram muito semelhantes as
observadas no grupo nao diabético vidro bioativo, mostrando uma menor
imunomarcacdo para praticamente todas as proteinas avaliadas,
principalmente quanto a RANK e RANKL. A Osteocalcina mostrou uma
imunomarcacdo de moderada a discreta até os 28 dias pds exodontia e
apresentou-se tanto nas trabéculas neoformadas como também na matriz
extracelular do tecido conjuntivo, caracterizando mais uma vez que o tecido
envolvido nas respostas do processo de reparo alveolar neste grupo
encontrava-se num menor estagio de maturacdo. Quanto a TRAP, foi
observada uma maior imunomarcacdo aos 28 dias e mais uma vez
consideramos que seria importante a avaliagdo em periodos mais tardios
inclusive para avaliar se neste estagio, seriam observados osteoclastos junto

ao biomaterial realizando o processo de reabsorcao 6ssea.



E importante destacar que a alteracdo sistémica avaliada em nosso
trabalho promove alteracdes significativas quanto a imunomarcacao destas
proteinas, mostrando que ha um aumento nas respostas celulares que
sinalizam formacao e reabsorcao 0ssea. Vale destacar que nos grupos em gue
se induziu o diabetes experimental foram 0s que permitiram a maior
visualizagcdo de imunomarcagOes para a OPG. No entanto, RANK e RANKL
também mostraram uma maior imunomarcagdo e por este motivo mais uma
vez foi observado que a sinalizacao celular ndo mostrava predominancia para a
formagdo Ossea e sim para o equilibrio entre os processos de formacdo e
reabsorcdo O0ssea. Devemos considerar que a alteracdo sistémica induzida
pelo diabetes poderia levar a ativagdo de mecanismos intrinsecos nas células
gue resultaria na maior atividade metabdlica, numa tentativa de compensar as
alteragdes no metabolismo Osseo induzida pelo diabetes. No entanto,
devemos destacar que estas alteracfes de sinalizacdo ndo foram suficientes
para resultar numa maior resposta de formacdo de tecido 6sseo, o que foi
observado de fato, ja que a taxa de formagdo Ossea nos ratos diabéticos foi
significativamente menor do que nos ratos nao diabéticos.

A introduc&o do vidro bioativo no interior do alvéolo dental resultou em
atraso na cronologia do processo de reparo, atraso no grau de maturacdo do
tecido 6sseo neoformado e uma menor resposta celular quanto a expressao
dos sinalizadores exceto quando o vidro bioativo foi introduzido no alvéolo de
ratos diabéticos ndo controlados. Provavelmente hd uma interagdo entre o
biomaterial e as alteragbes celulares induzidas pela patologia sistémica, no
entanto, mais uma vez ressaltamos que esta provavel interacdo nao foi

suficiente para resultar numa melhor taxa de formacdo Ossea. Talvez a



associacdo de outros biomateriais possam induzir a uma melhor resposta
guanto ao tecido 6sseo formado. O espaco fisico ocupado pelo vidro bioativo
no interior do alvéolo foi um fator que prejudicou o processo de formacgao
Ossea.

O vidro bioativo é descrito como um biomaterial com propriedades
osteocondutoras e osteoindutoras. Estudos na literatura falam da sua laténcia
em promover estas respostas celulares’ e talvez uma possivel causa da nao
observacdo de respostas melhores ao implante deste biomaterial tenha sido o
periodo de andlise ainda precoce, ndo permitindo que o vidro desencadeasse
todas estas respostas celulares. A biocompatibilidade deste material pdde ser
comprovada em nossos estudos uma vez que houve uma resposta inflamatéria
inicial, observada aos 7 dias pds operatérios, no entanto, no decorrer do
processo de reparo, houve uma incorporacdo macica do biomaterial junto ao
tecido 6sseo em formagdo. Portanto, apesar de ter promovido uma menor taxa
de formagdo Ossea, o vidro bioativo ndo desencadeou reacdes de rejeicao
tecidual o que permite que seja um material de escolha dentro das suas

limitacdes.



Conclusao



6 CONCLUSAO

Frente as limitacbes experimentais impostas pelos métodos utilizados
neste trabalho, é possivel concluir que:

e a alteracdo sistémica diabetes melittus promove alteragdes significativas
na taxa de formacao 0ssea,;

e 0 tratamento do diabetes com insulina promove uma recuperagéo parcial
nas respostas envolvidas tanto na taxa de formagdo Ossea como
também nas sinalizacdes celulares avaliadas pela imunoistoquimica,

e 0 coagulo sanguineo ainda é considerado o melhor material para ser
mantido no interior do alvéolo dental, permitindo respostas celulares que
levam a formacdo de um tecido 6sseo maduro dentro do periodo de 28
dias, quando o processo de reparo alveolar encontra-se praticamente
concluido em ratos;

e as marcagdes imunoistoquimicas mostraram que o processo de reparo
alveolar ocorrendo com auséncia de interferéncias sistémicas e
biomateriais introduzidos no alvéolo, levam a respostas sinalizadoras de
proteinas envolvidas nos processos de formagdo, reabsorcao,
remodelacdo e vascularizagdo relacionados aos eventos descritos na
cronologia;

e a inducdo do diabetes leva a um aumento na imunomarcagdo de
proteinas conhecidas como novos membros do fator de necrose tumoral,
entretanto, também causa uma reducdo na Osteocalcina, conhecida

como marcador da mineralizacdo 6ssea;



a introducdo do vidro bioativo no interior do alvéolo levou a uma reducao
nas respostas sinalizadoras das células envolvidas no processo de
reparo alveolar, resultando numa menor imunomarcacdo para as
proteinas avaliadas neste projeto, exceto no grupo de diabéticos nao
controlados;

o vidro bioativo atrasa o processo de reparo alveolar.
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ANEXO C: llustracdo da inducao do diabetes.

Fig. 01- Inducdo de anestesia geral por via
intramuscular.

Fig. 02- Frasco de Streptozotocina. Fig. 03- Exposicéo do pénis do
animal.
Fig. 04- Localizacéo da veia peniana Fig. 05- Injec&o direta na veia

do animal. peniana do animal.



ANEXO D: llustracdo da técnica de extracdo dental em ratos.

£

A

Fig. 01 — Instrumental utilizado para Fig. 02 — Manobra de luxag&o

realizagdo de exodontia (Okamoto e
Russo, 1973).

Fig. 03 — Adaptacao do instrumental. Fig. 04 — Exodontia

e

Fig. 05 — Vidro Bioativo Perioglass®. Fig. 06- Adaptacéo do
biomaterial dentro do alvéolo.



Fig. 07 — Sutura Fig. 08 — Alvéolo suturado



ANEXO E: llustracdo da realizacdo da histometria utilizando o

software Imagelab 2000 (Diracon 3).

Fig. 01- Alvéolo em toda sua extensao (Tricromico de Masson).
Destaque dos campos localizados no terco médio lingual do alvéolo
onde sera realizada a histometria.

Fig. 02- Imagem capturada em aumento de 10X e transferida para o
software Imagelab 2000.



Fig. 03- Regido de tecido 6sseo selecionado manualmente com
utilizacdo do mouse.
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Fig. 04- Planilha de calculos do Imagelab 2000.



ANEXO F: Tabelas contendo os pesos (gramas) e taxas

glicémicas (mg/dl) dos animais dos grupos controle, diabético ndo

controlado e diabético controlado, com suas respectivas médias.

GRUPO 7 DIAS — COAGULO

GRUPO CONTROLE

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
GlC1 298 92 GlC1 346 133 G1C1 359 90
G1cC2 268 125 Gl1cC2 306 151 G1C2 330 98
G1C3 280 93 G1C3 327 118 G1C3 354 94
G1C4 231 101 G1C4 282 127 Gl1C4 208 107
G1C5 294 77 G1C5 350 119 G1C5 370 109
MEDIAS
PESO GLICEMIA

GlC1 334,3 105

Gl1C2 301,3 124.6

G1C3 320,3 101,6

G1C4 270,3 111,6

G1C5 338 101,6
Valor Médio = 312,8¢ 108,7 mg/dl




Grupo |

Coagulo 7 dias

Peso - Grupo | Coagulo 7 dias

400
350 —e—Animal 1
9 —m— Animal 2
£ 300 Animal 3
o 250 —><—Animal 4
—x—Animal 5
200
1 2 3
Quantidade de mensuracgdes
Glicemia - Grupo | Coagulo 7 dias
160
140 —e—Animal 1
= 120 - —m— Animal 2
> / \ Animal 3
E 100 —<—Animal 4
80 —x—Animal 5

60

1 2 3

Quantidade de mensuracgdes




GRUPO 7 DIAS — VIDRO BIOATIVO

GRUPO CONTROLE

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO [ GLICEMIA
Glvl | 288 110 GlVl | 330 150 G1v1 320 101
Glv2 | 306 98 Glv2 | 332 134 G1V2 328 89
Glv3 | 307 93 GlV3 | 352 138 G1V3 353 103
Glv4 | 337 101 Glv4 | 391 143 G1V4 422 97
GlVv5 | 278 93 G1V5 | 320 123 G1V5 342 107
MEDIAS
PESO GLICEMIA
G1V1 3126 120,3
G1V2 322 107
G1V3 3373 11,3
G1V4 383,3 113,6
G1V5 3133 107,6
Valor Médio = 333,79 111,9 mg/dl




Grupo |

Vidro 7 dias

Peso - Grupo I Vidro 7 dias

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5

Quantidade de mensuracdes

Glicemia - Grupo | Vidro 7 dias

160

140 —e—Animal 1
= 120 —m— Animal 2
> Animal 3
€ 100

—><—Animal 4

80 —x—Animal 5

60

1 2 3

Quantidade de mensuracdes




GRUPO CONTROLE

GRUPO 14 DIAS - COAGULO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 3 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO [GLICEMIA PESO [ GLICEMIA
GiC1 308 112 GiC1 360 133 GiC1 425 106
G1C2 277 72 GiC2 328 95 G1C2 376 105
GIC3 248 70 GIC3 305 114 GIC3 362 106
G1C4 273 72 G1C4 326 112 G1C4 329 100
GI1C5 289 83 GI1C5 328 110 G1C5 329 91
MEDIAS
PESO GLICEMIA
GiC1 364,3 77
GiC2 327 90,6
GI1C3 305 96,3
G1C4 309,3 94,6
GI1C5 3153 94,6

Valor Médio = 324,19 90,62 mg/dI




Grupo |

Coéagulo 14 dias

Gramas

Peso - Grupo | Co4gulo 14 dias

500

400

/

200
1 2 3

Quantidade de mensuracdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5

ml/dl

Glicemia - Grupo | Coagulo 14 dias

160
140
120
100
80
60

Quantidade de mensuracdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—><—Animal 4
—x—Animal 5




GRUPO CONTROLE

GRUPO 14 DIAS — VIDRO BIOATIVO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 3 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
G1V1 280 102 G1V1 344 140 G1V1 332 87
G1V2 325 90 G1V2 394 125 G1V?2 280 104
G1V3 238 86 G1V3 294 110 G1V3 380 98
Glv4 | 279 100 Glv4 | 320 112 G1V4 384 94
G1V5 329 90 G1V5 | 376 101 G1V5 215 119
MEDIAS
PESO GLICEMIA
G1V1 318,6 109,6
G1V2 333 106,3
G1V3 304 98
G1V4 327,6 102
G1V5 373,3 103,3

Valor Médio = 331,39 103,8 mg/dl



Grupo |

Vidro 14 dias
Peso - Grupo | Vidro 14 dias
450
400 —e—Animal 1

g 350 —m— Animal 2

£ Animal 3

= 300 .

o —><—Animal 4
250 —x—Animal 5
200

1 2 3
Quantidade de mensuracdes
Glicemia - Grupo | Vidro 14 dias
160
140 —e—Animal 1

= 120 —m— Animal 2

> Animal 3

E 100 —><—Animal 4

80 —x—Animal 5

60

Quantidade de mensuracdes




GRUPO CONTROLE

GRUPO 28 DIAS — COAGULO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
Gi1C1 258 93 Gi1C1 306 128 GiC1 376 100
Gi1c2 315 90 Gi1c2 370 130 G1C2 452 99
G1C3 316 94 G1C3 374 124 G1C3 424 113
G1C4 336 90 G1C4 389 95 G1C4 433 112
G1C5 340 86 G1C5 396 98 G1C5 438 111
MEDIAS
PESO GLICEMIA

GlC1 313,3 107

G1C2 379 106,3

G1C3 371,3 110,3

G1C4 386 99

G1C5 391,3 98,3

Valor Médio = 368,19 104,14 mg/di



Grupo |
Coagulo 28 dias

Peso - Grupo | Co4gulo 28 dias

500
450
400
350
300
250

—e—Animal 1
—m— Animal 2
Animal 3

Gramas

—><—Animal 4

—x—Animal 5

200

Quantidade de mensuracgdes

Glicemia - Grupo | Coagulo 28 dias

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4

—x—Animal 5

1 2 3

Quantidade de mensuracdes




GRUPO CONTROLE

GRUPO 28 DIAS — VIDRO BIOATIVO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 3 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
GIVI | 272 80 GVl | 317 106 GIV1I | 374 101
GIV2 | 312 96 GIV2 | 366 105 SRR 57
GIV3 | 275 115 GIV3 | 320 94 SRR TE 98
GIV4 | 292 97 GIV4 | 335 131 v | 38 11
GIV5 | 310 87 GIV5 | 359 144 sivE | 776 93
MEDIAS
PESO GLICEMIA
GIV1 321 95,6
GIV2 374 99,3
GIV3 322,6 102,3
G1V4 351,6 113
GIV5 3816 108

Valor Médio = 350,19 103,64 mg/dI



Grupo |

Vidro 28 dias

Gramas

500
450
400
350
300
250
200

Peso - Grupo | Vidro 28 dias

Quantidade de mensuracgdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5

mg/dl

160
140
120
100
80
60

Glicemia - Grupo | Vidro 28 dias

Quantidade de mensuracdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—><—Animal 4
—x—Animal 5




GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO

GRUPO 7 DIAS - COAGULO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
G2C1 238 442 G2C1 225 380 G2C1 202 500
G2C2 272 500 G2C2 266 500 G2C2 264 500
G2C3 274 428 G2C3 267 398 G2C3 270 500
G2C4 252 473 G2C4 256 500 G2C4 241 500
G2C5 272 444 G2C5 285 405 G2C5 292 467
MEDIAS
PESO GLICEMIA

G2C1 221,6 440,6

G2C2 267,3 500

G2C3 270,3 442

G2C4 249,6 491

G2C5 283 438,6
Valor Médio = 258,369 462,4 mg/dl




Grupo Il

Coéagulo 7 dias

Peso - Grupo Il Coagulo 7 dias

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5

1 2 3

Quantidade de mensuracdes

Glicemia - Grupo Il Coagulo 7 dias

550
500 —e—Animal 1
_ —m— Animal 2
el
> 450 Animal 3
E —><—Animal 4
400 .
—x—Animal 5
350

Quantidade de mensuracdes




GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO

GRUPO 7 DIAS — VIDRO BIOATIVO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
G2vl | 259 500 G2vl | 370 401 G2Vl | 268 500
G2Vv2 222 472 G2Vv2 200 500 G2V2 202 500
G2v3 | 228 500 G2v3 | 243 500 G2V3 | 254 500
Gava | 242 500 G2v4 | 230 453 G2va | 227 500
G2Vv5 | 269 468 G2vs | 273 500 G2vs | 279 500
MEDIAS
PESO GLICEMIA
G2v1 299 467
G2V2 208 490,6
G2Vv3 241,6 500
G2V4 233 484,3
G2V5 273,6 489,3
Valor Medio = 2519 486,2 mg/dl




Grupo Il

Vidro 7 dias

Peso - Grupo Il Vidro 7 dias

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5

1 2 3

Quantidade de mensuracdes

Glicemia - Grupo Il Vidro 7 dias

550
500 —e—Animal 1
_ —m— Animal 2
el
> 450 Animal 3
E —><—Animal 4
400 .
—x—Animal 5
350

1 2 3

Quantidade de mensuracdes




GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO

GRUPO 14 DIAS - COAGULO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
G2C1 240 450 G2C1 258 500 G2C1 276 500
G2C2 242 409 G2C2 238 500 G2C2 236 500
G2C3 263 435 G2C3 264 500 G2C3 256 500
G2C4 261 500 G2C4 269 500 G2C4 263 500
G2C5 238 474 G2C5 237 500 G2C5 250 500
MEDIAS
PESO GLICEMIA

G2C1 258 483,3

G2C2 238,6 469,6

G2C3 261 478,3

G2C4 264,3 500

G2C5 241,6 491,3
Valor Médio = 252,79 484,5 mg/dl




Grupo Il

Coéagulo 14 dias

Peso - Grupo Il Coagulo 14 dias

350
—e—Animal 1
@ 300 —= Animal 2
% Animal 3
O 250 —><—Animal 4
—x—Animal 5
200
1 2 3
Quantidade de mensuracdes
Glicemia - Grupo Il Coagulo 14 dias
550
500 —e—Animal 1
_ —m— Animal 2
el
> 450 Animal 3
E —><—Animal 4
400 .
—x—Animal 5

350

1 2 3

Quantidade de mensuracdes




GRUPO 14 DIAS — VIDRO BIOATIVO

GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
G2v1 272 455 G2Vv1 277 500 G2Vv1 273 500
G2v2 | 225 500 G2v2 | 234 500 G2v2 | 226 500
G2v3 | 232 377 G2v3 | 280 500 G2v3 | 218 500
G2v4 | 267 472 G2v4 | 281 500 G2v4 | 304 500
G2C5 | 232 500 G2C5 | 277 500 G2C5 | 306 500
MEDIAS
PESO GLICEMIA
G2v1 274 485
G2V2 228,3 500
G2Vv3 2433 459
G2V4 284 490,6
G2C5 271,6 500
Valor Médio = 260,29 486,2 mg/dI




Grupo Il

Vidro 14 dias

Peso - Grupo Il Vidro 14 dias

350
—e—Animal 1
9 300 —m— Animal 2
g Animal 3
O 250 —><—Animal 4
—x—Animal 5
200
1 2 3
Quantidade de mensuracdes
Glicemia - Grupo Il Vidro 14 dias
550
500 —e—Animal 1
_ —m— Animal 2
el
> 450 Animal 3
E —><—Animal 4
400 .
—x—Animal 5

350

1 2 3

Quantidade de mensuracdes




GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO

GRUPO 28 DIAS — COAGULO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
G2C1 246 327 G2C1 268 453 G2C1 321 463
G2C2 250 393 G2C2 262 376 G2C2 308 436
G2C3 262 413 G2C3 281 500 G2C3 318 373
G2C4 241 499 G2C4 242 449 G2C4 284 449
G2C5 248 500 G2C5 253 476 G2C5 251 500
MEDIAS
PESO GLICEMIA

G2C1 278,3 4143

G2C2 273,3 401,6

G2C3 287 428,6

G2C4 255,6 465,6

G2C5 250,6 492
Valor Médio = 268,99 440,42 mg/dl




Grupo Il

Coéagulo 28 dias

Peso - Grupo Il Coagulo 28 dias

350
—e—Animal 1
9 300 —m— Animal 2
% Animal 3
O 250 —><—Animal 4
—x—Animal 5

200

1 2 3
Quantidade de mensuracdes
Glicemia - Grupo Il Coagulo 28 dias

550
500 —e—Animal 1
= 450 —m— Animal 2
> Animal 3
E 400 —><—Animal 4
350 —x—Animal 5

300

1 2 3

Quantidade de mensuracdes




GRUPO 28 DIAS — VIDRO BIOATIVO

GRUPO DIABETICO NAO CONTROLADO

12 GLICEMIA 22 GLICEMIA 32 GLICEMIA
PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA PESO | GLICEMIA
G2Vv1 265 472 G2v1 273 440 G2Vv1 270 397
G2Vv2 280 500 G2Vv2 279 500 G2V2 318 453
G2Vv3 272 500 G2Vv3 265 403 G2Vv3 312 500
G2Vv4 219 500 G2Vv4 213 380 G2V4 235 377
G2V5 227 474 G2V5 200 453 G2V5 205 453
MEDIAS
PESO GLICEMIA

G2Vv1 269,3 436,3

G2V2 292,3 484,3

G2Vv3 283 467,6

G2v4 222,3 419

G2V5 210,6 460
Valor Médio = 255,59 453,4 mg/dI




Grupo Il

Vidro 28 dias
Peso - Grupo Il Vidro 28 dias

350

300 —e—Animal 1
) —m— Animal 2
£ 250 Animal 3
o 200 —<—Animal 4

—x—Animal 5
150
1 2 3
Quantidade de mensuracgdes
Glicemia - Grupo Il Vidro 28 dias

550

500 —e—Animal 1
_ —m— Animal 2
°
> 450 Animal 3
£ —><—Animal 4

400 .

—x—Animal 5

350

1 2 3

Quantidade de mensuracdes




GRUPO DIABETICO CONTROLADO

GRUPO 7 DIAS - COAGULO

G3C1

Data Peso Glicemia

12/07/08 286 499

14/07/08 303

16/07/08 222 MEDIA G3C1 - 7 DIAS
18/07/08 165 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
19/07/08 334 168

21/07/08 280 322,6 174.6
23/07/08 182

25/07/08 178

27/07/08 348 164

G3C2

Data Peso Glicemia

12/07/08 272 486

14/07/08 286

16/07/08 190 MEDIA G3C2 — 7 DIAS
18/07/08 188 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
19/07/08 318 184

21/07/08 266 308,6 170
23/07/08 165

25/07/08 172

27/07/08 336 173
G3C3
Data Peso Glicemia

12/07/08 269 472

14/07/08 333 3

MEDIA G3C3 - 7 DIAS

16/07/08 258 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
18/07/08 199

19/07/08 319 188

21/07/08 200 308,3 1723
23/07/08 183

25/07/08 164

27/07/08 337 170




G3C4

Data Peso Glicemia
12/07/08 277 500
14/07/08 396 MEDIA G3C4 — 7 DIAS
16/07/08 201 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
18/07/08 196
19/07/08 321 183 313,6 169
21/07/08 216
23/07/08 170
25/07/08 166
27/07/08 343 171
G3C5
Data Peso Glicemia
12/o7/08 283 500 MEDIA G3C5 — 7 DIAS
14/07/08 444 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
16/07/08 287
18/07/08 202 3156 157
19/07/08 325 193
21/07/08 209
23/07/08 152
25/07/08 161
27/07/08 339 158
MEDIAS
Média do Peso | Média da Glicemia
() (mgydI)
G3Cl 322,6 174,6
G3C2 308,6 170
G3C3 308,3 172,3
G4c4 313,6 169
G5C5 315,6 157
Valor médio =  313,74g 168,58 mg/dl



Grupo Il

Coéagulo 7 dias

Peso - Grupo lll Coagulo 7 dias

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5

Quantidade de mensuracgdes

Glicemia - Glll Coagulo 7 dias

500
400 —e—Animal 1
_ —m— Animal 2
el
> 300 Animal 3
E —><—Animal 4
200 .
—x—Animal 5
100

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Quantidade de mensuracgdes




GRUPOQO 7 DIAS — VIDRO BIOATIVO

GRUPO DIABETICO CONTROLADO

MEDIA G3V1 -7 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

298

175,6

MEDIA G3V2 - 7 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

291

157,6

MEDIA G3V3 -7 DIAS

Peso (9)

Glicemia (mg/dl)

286

180,3

G3V1

Data Peso Glicemia
12/07/08 262 488
14/07/08 333
16/07/08 265
18/07/08 244
19/07/08 306 181
21/07/08 211
23/07/08 177
25/07/08 185
27/07/08 326 165
G3V2

Data Peso Glicemia
12/07/08 254 492
14/07/08 444
16/07/08 356
18/07/08 288
19/07/08 301 174
21/07/08 224
23/07/08 156
25/07/08 165
27/07/08 318 152
G3V3

Data Peso Glicemia
12/07/08 255 500
14/07/08 401
16/07/08 256
18/07/08 174
19/07/08 294 166
21/07/08 253
23/07/08 171
25/07/08 185
27/07/08 309 185




G3V4

Data Peso Glicemia
12/07/08 283 500
14/07/08 380 MEDIA G3V4 - 7 DIAS
16/07/08 199 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
18/07/08 175
19/07/08 323 181 314 170,3
21/07/08 334
23/07/08 166
25/07/08 168
27/07/08 336 177
G3V5
Data Peso Glicemia
12/07/08 271 500 MEDIA G3V5 — 7 DIAS
14/07/08 331 Peso () Glicemia (mg/dl)
16/07/08 258
18/07/08 180 202.3 162,6
19/07/08 298 185
21/07/08 245
23/07/08 156
25/07/08 163
27/07/08 308 169
MEDIAS
Média do Peso | Média da Glicemia
() (mgy/dI)
G3Cl 298 175,6
G3C2 291 157,6
G3C3 286 180,3
G4c4 314 170,3
G5C5 292,3 162,6
Valor médio = 296,269 169,2 mg/dl



Grupo Il

Vidro 7 dias
Peso - Grupo lll Vidro 7 dias
350
—e—Animal 1
9 300 —m— Animal 2
% Animal 3
o 250 —<—Animal 4
—x—Animal 5
200
1 2 3
Quantidade de mensuracgdes
Glicemia - Glll Vidro 7 dias
500
400 —e—Animal 1
_ —=— Animal 2
kel
S 300 Animal 3
E 200 —<—Animal 4
—x—Animal 5
100
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Quantidade de mensuracgdes




GRUPO DIABETICO CONTROLADO

GRUPO 14 DIAS - COAGULO

MEDIA G3C1 - 14 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

326

167,8

MEDIA G3C2 - 14 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

307

180

G3C1

Data Peso Glicemia
12/07/08 286 500
14/07/08 448
16/07/08 206
18/07/08 190
19/07/08 328 186
21/07/08 285
23/07/08 162
25/07/08 168
27/07/08 175
29/07/08 166
31/07/08 142
02/08/08 185
03/08/08 364 177
G3C2

Data Peso Glicemia
12/07/08 267 462
14/07/08 332
16/07/08 201
18/07/08 199
19/07/08 305 194
21/07/08 301
23/07/08 185
25/07/08 180
27/07/08 184
29/07/08 172
31/07/08 177
02/08/08 180
03/08/08 349 182




G3C3

MEDIA G3C3 - 14 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

316,3

174,2

MEDIA G3C4 — 14 DIAS

Peso (9)

Glicemia (mg/dl)

314

1747

Data Peso Glicemia
12/07/08 255 500
14/07/08 356
16/07/08 225
18/07/08 188
19/07/08 322 174
21/07/08 374
23/07/08 185
25/07/08 182
27/07/08 175
29/07/08 183
31/07/08 164
02/08/08 160
03/08/08 372 171

G3C4

Data Peso Glicemia
12/07/08 264 500
14/07/08 325
16/07/08 196
18/07/08 170
19/07/08 317 174
21/07/08 301
23/07/08 182
25/07/08 180
27/07/08 181
29/07/08 175
31/07/08 179
02/08/08 166
03/08/08 361 160




G3C5

Data Peso Glicemia
12/07/08 251 474 MEDIA G3C5 - 14 DIAS
14/07/08 209 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
16/07/08 175
18/07/08 179 287 165.1
19/07/08 286 160
21/07/08 275
23/07/08 154
25/07/08 168
27/07/08 169
29/07/08 171
31/07/08 164
02/08/08 169
03/08/08 324 161
MEDIAS
Média do Peso | Média da Glicemia
(9) (mg/d)

G3C1 326 167,8

G3C2 307 180

G3C3 316,3 174,2

G4C4 314 174,7

G5C5 287 165,1

Valor médio = 308,869 172,3 mg/dl



Grupo Il

Coéagulo 14 dias

Gramas

400

350

300

250

200

Peso - Grupo Ill Coagulo 14 dias

1 2 3

Quantidade de mensuracgdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5

mg/dl

550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

1

Glicemia - Grupo lll Coagulo 14 dias

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Quantidade de mensuracdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—><—Animal 4
—x—Animal 5




GRUPO 14 DIAS — VIDRO BIOATIVO

GRUPO DIABETICO CONTROLADO

MEDIA G3V1 - 14 DIAS

Peso (9)

Glicemia (mg/dl)

295,3

179,4

MEDIA G3V2 - 14 DIAS

Peso (9)

Glicemia (mg/dl)

307

179,7

G3V1
Data Peso Glicemia
12/07/08 258 472
14/07/08 205
16/07/08 190
18/07/08 193
19/07/08 293 189
21/07/08 276
23/07/08 175
25/07/08 174
27/07/08 182
29/07/08 189
31/07/08 177
02/08/08 179
03/08/08 335 180
G3V2
Data Peso Glicemia
12/07/08 267 500
14/07/08 425
16/07/08 368
18/07/08 284
19/07/08 305 190
21/07/08 385
23/07/08 186
25/07/08 181
27/07/08 174
29/07/08 180
31/07/08 177
02/08/08 179
03/08/08 349 181




G3V3

MEDIA G3V3 - 14 DIAS

Peso (9) Glicemia (mg/dl)

315,3 185,4

MEDIA G3V4 - 14 DIAS

Peso (9) Glicemia (mg/dl)

314,6 166

Data Peso Glicemia
12/07/08 269 500
14/07/08 445
16/07/08 336
18/07/08 248
19/07/08 318 188
21/07/08 389
23/07/08 196
25/07/08 188
27/07/08 184
29/07/08 188
31/07/08 189
02/08/08 175
03/08/08 359 178

G3V4

Data Peso Glicemia
12/07/08 271 499
14/07/08 319
16/07/08 279
18/07/08 170
19/07/08 322 174
21/07/08 308
23/07/08 162
25/07/08 168
27/07/08 170
29/07/08 169
31/07/08 145
02/08/08 178
03/08/08 351 170




G3V5

Data Peso Glicemia

12/07/08 265 S00 MEDIA G3V5 — 14 DIAS

14/07/08 395 Peso (g) Glicemia (mg/dl)

16/07/08 318

18/07/08 185 3036 156

19/07/08 311 145

21/07/08 298

23/07/08 136

25/07/08 145

27/07/08 168

29/07/08 160

31/07/08 154

02/08/08 168

03/08/08 335 161

MEDIAS
Média do Peso | Média da Glicemia
) (mg/dl)

G3Vv1 295,3 179,4
G3V2 307 179,7
G3V3 315,3 1854
G4v4 314,6 166
G5V5 303,6 156

Valor médio = 307,169 173,3 mg/dl



Grupo Il

Vidro 14 dias

Gramas

400

350

300

250

200

Peso - Grupo lll Vidro 14 dias

Quantidade de mensuracgdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—><—Animal 4
—x—Animal 5

mg/dl

550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

Glicemia - Grupo Il Vidro 14 dias

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Quantidade de mensuracdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5




GRUPO DIABETICO CONTROLADO

GRUPO 28 DIAS - COAGULO

MEDIA G3C1 - 28 DIAS

Peso (9)

Glicemia (mg/dl)

332

177

G3C1
Data Peso Glicemia
12/07/08 285 500
14/07/08 446
16/07/08 221
18/07/08 198
19/07/08 323 195
21/07/08 385
23/07/08 182
25/07/08 181
27/07/08 175
29/07/08 182
31/07/08 177
02/08/08 165
04/08/08 183
06/08/08 177
08/08/08 166
10/08/08 174
12/08/08 171
14/08/08 179
16/08/08 183
17/08/08 388 184




G3C2

MEDIA G3C2 - 28 DIAS

Peso (g) Glicemia (mg/dl)

336,6 175,6

Data Peso Glicemia
12/07/08 282 472
14/07/08 400
16/07/08 288
18/07/08 199
19/07/08 322 165
21/07/08 385
23/07/08 203
25/07/08 185
27/07/08 172
29/07/08 180
31/07/08 183
02/08/08 184
04/08/08 183
06/08/08 183
08/08/08 164
10/08/08 178
12/08/08 154
14/08/08 166
16/08/08 164
17/08/08 406 160




G3C3

MEDIA G3C3 - 28 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

310,6

176,7

Data Peso Glicemia
12/07/08 259 500
14/07/08 412
16/07/08 388
18/07/08 216
19/07/08 295 203
21/07/08 402
23/07/08 211
25/07/08 195
27/07/08 166
29/07/08 169
31/07/08 185
02/08/08 171
04/08/08 170
06/08/08 186
08/08/08 181
10/08/08 154
12/08/08 166
14/08/08 165
16/08/08 172
17/08/08 378 183




G3C4

MEDIA G3C4 - 28 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

313

162,8

Data Peso Glicemia
12/07/08 264 500
14/07/08 335
16/07/08 302
18/07/08 211
19/07/08 302 184
21/07/08 401
23/07/08 190
25/07/08 189
27/07/08 175
29/07/08 173
31/07/08 145
02/08/08 154
04/08/08 158
06/08/08 149
08/08/08 156
10/08/08 154
12/08/08 159
14/08/08 157
16/08/08 162
17/08/08 373 159




G3C5

Data Peso Glicemia
12/07/08 249 500 MEDIA G3C5 — 28 DIAS
14/07/08 274 Peso (9) Glicemia (mgy/dl)
16/07/08 195
18/07/08 161 3006 165.5
19/07/08 291 176
21/07/08 319
23/07/08 145
25/07/08 168
27/07/08 160
29/07/08 172
31/07/08 183
02/08/08 186
04/08/08 172
06/08/08 170
08/08/08 165
10/08/08 154
12/08/08 169
14/08/08 166
16/08/08 158
17/08/08 362 150
MEDIAS
Média do Peso | Média da Glicemia
)] (mg/dI)

G3C1 332 177

G3C2 336,6 175.,6

G3C3 310,6 176,7

G4C4 313 162,8

G5C5 300,6 165,5

Valor médio = 318,56 171,52 mg/dl



Grupo Il

Coagulo 28 dias

Gramas

450
400
350
300
250
200

Peso - Grupo lll Coagulo 28 dias

Quantidade de mensuracdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—><—Animal 4
—x—Animal 5

mg/dl

500
450
400
350
300
250
200
150
100

Glicemia - Grupo lll Coégulo 28 dias

1234567 891011121314151617181920

Quantidade de mensuracgdes

—e—Animal 1
—=— Animal 2

Animal 3
—<—Animal 4
—x—Animal 5




GRUPO 28 DIAS — VIDRO BIOATIVO

GRUPO DIABETICO CONTROLADO

MEDIA G3V1 - 28 DIAS

Peso (9)

Glicemia (mg/dl)

316,6

152,5

G3V1
Data Peso Glicemia
12/07/08 263 500
14/07/08 212
16/07/08 165
18/07/08 178
19/07/08 306 149
21/07/08 345
23/07/08 123
25/07/08 145
27/07/08 149
29/07/08 150
31/07/08 156
02/08/08 159
04/08/08 151
06/08/08 148
08/08/08 156
10/08/08 159
12/08/08 152
14/08/08 150
16/08/08 168
17/08/08 381 169




G3V2

MEDIA G3V2 - 28 DIAS

Peso (g) Glicemia (mg/dl)

323,6 179,2

Data Peso Glicemia
12/07/08 283 500
14/07/08 412
16/07/08 366
18/07/08 214
19/07/08 314 164
21/07/08 331
23/07/08 185
25/07/08 189
27/07/08 195
29/07/08 174
31/07/08 173
02/08/08 170
04/08/08 185
06/08/08 165
08/08/08 166
10/08/08 178
12/08/08 193
14/08/08 184
16/08/08 182
17/08/08 374 171




G3V3

MEDIA G3V3 - 28 DIAS

Peso (g) Glicemia (mg/dl)

309,3 158,1

Data Peso Glicemia
12/07/08 263 448
14/07/08 259
16/07/08 165
18/07/08 121
19/07/08 297 123
21/07/08 351
23/07/08 166
25/07/08 164
27/07/08 148
29/07/08 132
31/07/08 165
02/08/08 172
04/08/08 179
06/08/08 182
08/08/08 141
10/08/08 149
12/08/08 150
14/08/08 132
16/08/08 166
17/08/08 368 168




G3V4

MEDIA G3V4 - 28 DIAS

Peso (g)

Glicemia (mg/dl)

314,6

172,5

Data Peso Glicemia
12/07/08 278 500
14/07/08 412
16/07/08 339
18/07/08 236
19/07/08 302 189
21/07/08 381
23/07/08 195
25/07/08 190
27/07/08 200
29/07/08 164
31/07/08 184
02/08/08 186
04/08/08 192
06/08/08 154
08/08/08 145
10/08/08 140
12/08/08 168
14/08/08 170
16/08/08 161
17/08/08 364 166




G3V5

Data Peso Glicemia
12/07/08 252 500 MEDIA G3V5 — 28 DIAS
14/07/08 307 Peso (g) Glicemia (mg/dl)
16/07/08 281
18/07/08 164 3006 150
19/07/08 281 120
21/07/08 274
23/07/08 125
25/07/08 145
27/07/08 148
29/07/08 40
31/07/08 168
02/08/08 142
04/08/08 141
06/08/08 149
08/08/08 163
10/08/08 168
12/08/08 154
14/08/08 151
16/08/08 150
17/08/08 369 157
MEDIAS
Média do Peso | Média da Glicemia
) (mg/dl)

G3C1 316,6 152,5

G3C2 323,6 179,2

G3C3 309,3 158,1

G4C4 314,6 172,5

G5C5 300,6 150

Valor médio = 312,94qg 162,46 mg/dl



Grupo Il

Vidro 28 dias
Peso - Grupo Il Vidro 28 dias
400
350 —e—Animal 1
) —=— Animal 2
£ 300 Animal 3
o —><—Animal 4
250 .
—%—Animal 5
200
1 2 3
Quantidade de mensuracdes
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ANEXO G: Tabelas contendo os dados da analise

gualitativa e semi quantitativa realizadas nas laminas reagidas para

imunoistoquimica.

GRUPO | - COAGULO

7 dias 14 dias 28 dias
RANK Moderada (céls. | Moderada a intensa | Discreta (células
semelhantes a | (céls. semelhantes | semelhantes a
osteoblastos). a osteoblastos). osteoblastos e ostedcitos)
RANKL Moderada Intensa Intensa (osteodcitos).
(osteoblastos e | (osteoblastos,
ostedcitos). ostedcitos e
fibroblastos).
OPG Discreta Discreta Discreta (ostedcitos).
(fibroblastos). (fibroblastos).
Osteocalcina Discreta (células e | Discreta Moderada (trabéculas

trabéculas dsseas).

(trabéculas Osseas

neoformadas).

Osseas neoformadas).

TRAP

Moderada

(osteoclastos).

Intensa

(osteoclastos).

Moderada (osteoclastos).




GRUPO Il - COAGULO

7 dias 14 dias 28 dias
RANK Discreta  (células | Intensa (células | Intensa (células
semelhantes a | semelhantes a | semelhantes a
osteoblastos). osteoblastos). osteoblastos e ostedcitos)
RANKL Discreta (células do | Moderada (células | Intensa (osteoblastos e
tecido conjuntivo). do tecido conjuntivo | ostedcitos e células do
e ostedcitos). tecido conjuntivo).
OPG Moderada (células | Discreta a | Moderada (osteoblastos e
do tecido | moderada (células | ostedcitos).
conjuntivo). do tecido conjuntivo
e osteoblastos).
Osteocalcina Discreta (matriz | Discreta (tecido | Discreta (trabéculas
extracelular). conjuntivo). Osseas neoformadas).
Ausente
(trabéculas
neoformadas).
TRAP Discreta Discreta Discreta (osteoclastos).
(osteoclastos). (osteoclastos).




GRUPO lll- COAGULO

7 dias 14 dias 28 dias
RANK Moderada (células | Ausente. Ausente a Discreta
semelhantes a (células semelhantes a
osteoblastos e osteoblastos e células do
tecido conjuntivo). tecido conjuntivo).
RANKL Intensa (tecido | Intensa Moderada (ostedcitos).
conjuntivo e | (osteoblastos e
osteoblastos). osteocitos).
OPG Intensa Intensa Intensa (osteoblastos e
(osteoblastos e | (osteoblastos e | ostedcitos).
células do tecido | ostedcitos).
conjuntivo).
Osteocalcina Discreta (tecido | Moderada a | Moderada (trabéculas
conjuntivo). Intensa (trabéculas | neoformadas e matriz
neoformadas e | extracelular no tecido
matriz extracelular | conjuntivo).
no tecido
conjuntivo).
TRAP Discreta Moderada Moderada (osteoclastos).
(osteoclastos). (osteoclastos).




GRUPO | - VIDRO BIOATIVO

7 dias 14 dias 28 dias

RANK Discreta a | Moderada (células | Moderada (ostedcitos).
Moderada (tecido | do tecido
conjuntivo). conjuntivo).

RANKL Moderada Moderada Moderada a Intensa
(ostedcitos no osso | (osteoblastos, (osteoblastos, ostedcitos
pré-existente e em | ostedcitos e células | e células do tecido
células do tecido | do tecido | conjuntivo).
conjuntivo). conjuntivo).

OPG Discreta (células do | Ausente. Ausente.
tecido conjuntivo).
Osteocalcina Discreta Ausente Ausente a discreta

(trabeculado ésseo

(trabéculas

(trabéculas neoformadas).

em formacéo). neoformadas).
TRAP Discreta Discreta Intensa (junto ao
(osteoclastos). (osteoclastos) biomaterial e nas

trabéculas 6sseas).




GRUPO Il - VIDRO BIOATIVO

7 dias 14 dias 28 dias

RANK Discreta a | Moderada a intensa | Intensa (células
Moderada (céls. | (céls. semelhantes | semelhantes a
semelhantes a | a osteoblastos e | osteoblastos e
osteoblastos, células do tecido | ostedcitos).
ostedcitos e células | conjuntivo)
do tecido
conjuntivo).

RANKL Intensa (células do | Intensa Intensa (osteoblastos e
tecido conjuntivo). (osteoblastos e | células do tecido
ostedcitos). conjuntivo).

OPG Moderada Intensa Intensa (tecido conjuntivo,
(osteoblastos e | (osteoblastos e | osteoblastos e
células do tecido | células do tecido | ostedcitos).
conjuntivo). conjuntivo).

Osteocalcina Discreta Moderada (matriz | Ausente (trabéculas
(trabéculas OGsseas | extracelular no | 6sseas neoformadas);

neoformadas). tecido conjuntivo) e | Moderada (osteoblastos)
Ausente (nas | e Discreta (matriz
trabéculas extracelular do tecido
neoformadas). conjuntivo).
TRAP Discreta Moderada Moderada (osteoclastos).

(osteoclastos).

(osteoclastos).




GRUPO Il - VIDRO BIOATIVO

7 dias 14 dias 28 dias

RANK Moderada (células | Discreta  (células | Discreta (células
semelhantes a | semelhantes a | semelhantes a
osteoblastos). osteoblastos). osteoblastos).

RANKL Discreta (células do | Intensa (células do | Moderada a Intensa
tecido conjuntivo). | tecido conjuntivo). (ostedcitos).

OPG Discreta (células do | Moderada (células | Discreta a Moderada
tecido  conjuntivo, | do tecido | (células do tecido
osteoblastos e | conjuntivo, conjuntivo).
ostedcitos). osteoblastos e

ostedcitos).

Osteocalcina Discreta (algumas | Discreta Moderada (trabéculas
trabéculas o6sseas | (tfrabéculas dsseas | 6sseas neoformadas).
neoformadas). neoformadas) e | Intensa (matriz

Moderada (matriz | extracelular no tecido
extracelular no | conjuntivo).
tecido conjuntivo).

TRAP Moderada Moderada Moderada a intensa

(osteoclastos).

(osteoclastos).

(osteoclastos).
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