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CERVANTES LCC. Uso do vidro bioativo com implantes imediatos em cirurgia para
levantamento da membrana sinusal. Estudo histolégico, histomorfométrico e
imunoistoquimico. [dissertacdo] Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade

Estadual Paulista; 2019.

Rasumo

A proposta deste estudo foi avaliar o processo de regeneracdo O0ssea com 0 uso do
biomaterial Biogran®, um vidro bioativo, como uma opcao de substituto 6sseo para técnicas
de enxerto em levantamento do assoalho do seio maxilar através de andlises histol6gica e
histomorfométrica. Para tal, 24 coelhos da raca Nova Zelandia foram submetidos ao
procedimento de levantamento do seio maxilar bilateralmente, sendo divididos em dois
grupos: grupo coagulo implante (GCI), no qual foi realizado o levantamento do seio maxilar,
seguindo implante imediato, sem enxerto; e o grupo biovidro implante (GBI), no qual foi
realizado o levantamento do seio maxilar, preenchimento com Biogran® e instalacdo de
implante imediata. Os animais foram submetidos a eutanasia aos 7, 15 e 40 dias. A analise
histolégica mostrou no grupo GCI uma formacao de tecido 6sseo gradual, sendo maior aos
40 dias, com caracteristica lamelar. Porém, nédo apresentava diferenca estatistica entre os
periodos de 15 e 40 dias de eutanasia (p=0,210). O grupo GBI revelou uma formacao de
tecido 6sseo mais tardia, com maior quantidade aos 40 dias, com reabsorcdo lenta e
progressiva dos granulos do biomaterial e sinais indicativos de atividade osteoblastica. Este
grupo mostrou diferenca estatistica entre os periodos de 7 e 15 dias quando comparados aos
40 dias (p<0,05). Na andlise intergrupos, ndo houve diferenca estatisticamente significante
aos 7 e aos 40 dias, mas sim, aos 15 dias. Dessa forma, pode-se concluir que o Biogran® &
um biomaterial com propriedades osteocondutoras, de reabsorcéo lenta, capaz de produzir
tecido 6sseo satisfatorio. Porém, com quantidade semelhante ao codgulo aos 40 dias, o que
gera maiores discussodes e a necessidade de mais estudos para comprovar a eficacia desse

biomaterial a longo prazo.

Palvras-chave: seio maxilar, coelhos, implantes experimentais, substitutos ésseos
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CERVANTES LCC. Use of bioactive glass with immediate implants in surgery to lift the
sinus membrane. Histological, histomorphometric and immunohistochemical study.

[dissertation] Aracatuba: S&o Paulo State University; 2019.

Abstract

The purpose of this study was to evaluate the bone regeneration process with the use of the
Biogran® biomaterial, a bioactive glass, as a bone substitute option for grafting techniques in
the maxillary sinus floor through histological and histomorphometric analysis. To that end, 24
New Zealand rabbits underwent a bilateral maxillary sinus removal procedure, and were
divided into two groups: an implant clot group (ICG), in which the maxillary sinus was removed,
followed by immediate implantation without graft ; and the implant bioglass group (GBI), in
which the maxillary sinus was removed, filled with Biogran® and implanted in the immediate
implant. The animals were submitted to euthanasia at 7, 15 and 40 days. The histological
analysis showed a formation of gradual bone tissue in the GCI group, being larger at 40 days,
with a lamellar characteristic. However, there was no statistical difference between the periods
of 15 and 40 days of euthanasia (p = 0.210). The GBI group revealed a later bone formation
with a greater amount at 40 days, with slow and progressive resorption of the biomaterial
granules and signs indicative of osteoblastic activity. This group showed statistical difference
between the periods of 7 and 15 days when compared to the 40 days (p <0.05). In the
intergroup analysis, there was no statistically significant difference at 7 and 40 days, but at 15
days. Thus, it can be concluded that Biogran® is a biomaterial with osteoconductive
properties, of slow resorption, able to produce satisfactory bone tissue. However, with a similar
amount to the clot at 40 days, which generates more discussions and the need for further
studies to prove the efficacy of this biomaterial in the long term.

Key-words: maxillary sinus, rabbits, experimental implants,bone substitutes
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A, B: Corte histolégico em HE do grupo GBI aos 7 dias. C e D: Corte histoldgico
do grupo GCI aos 7 dias. As setas pretas indicam a presenca dos granulos do
biomaterial Biogran® e as setas em azul indicam tecido 6sseo neoformado.
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A, B: Corte histolégico do grupo GBI aos 15 dias. C e D: Corte histolégico do grupo
GCl aos 15 dias. As setas pretas indicam a presenca dos granulos do biomaterial
Biogran® e as setas em azul indicam tecido 6sseo neoformado. Aumento de

A, B: Corte histolégico do grupo GBI aos 40 dias. C e D: Corte histolégico do grupo
GCl aos 40 dias. As setas pretas indicam a presenca dos granulos do biomaterial
Biogran® e as setas em azul indicam tecido 6sseo neoformado. Aumento de

Corte histol6gico do grupo GCl aos 7 (A), 15 (B) e 40 (C) dias. As setas em azul
indicam tecido 6sseo neoformado, setas em verde indicam deposi¢cdo de matriz
osteoide e setas em amarelo indicam o0s vasos sanguineos. Aumento de

Corte histoldgico do grupo GBI aos 7 (A), 15 (B) e 40 (C) dias. As setas em azul
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Cortes histologicos com coloragéo imunoistoquimica do grupo GBI aos 7 dias. A:
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Cortes histol6gicos com coloragdo imunoistoquimica do grupo GCI aos 7 dias. A:
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TRAP. D: Marcacdo leve para VGEF. As setas vermelhas indicam as
imunomarcagtes. AUMENTO A€ 20X......cieuiuuriieiiiiiee ettt e e

57

58

59

60

60

61

61

62

63



Figura 11

Figura 12

Cortes histolégicos com coloracao imunoistoquimica do grupo GBI aos 40 dias. A:
Marcagcdo moderada para OC. B: Marcacdo moderada para RANKL. C: Marcacdo
inespecifica para TRAP. D: Marcagdo moderada para VGEF. As setas vermelhas
indicam as imunomarcacdes. AUMENTO A€ 20X........cuuurieeiiiiiiieeiiiiiiee e
Cortes histolégicos com coloracéo imunoistoquimica do grupo GCI aos 40 dias. A:
Marcac¢éo moderada a intensa para OC. B: Marca¢cdo moderada para RANKL. C:
Marcacao inespecifica para TRAP. D: Marcacdo leve para VGEF. As setas
vermelhas indicam as imunomarcacgfes. Aumento de 20x
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&Lista ds Abroviaturas, OSimboles ¢ Obiglas

VB Vidro Bioativo
BG Biogran®
GClI Grupo coagulo implante
GBI Grupo Biogran® implante
HE Hematoxilina e Eosina
PVPI Polivinil Pirrolidona lodo
COBEA Comité Brasileiro de Experimenta¢do Animal
CEUA Comité de Etica no Uso de Animais
EDTA Acido Etileno Diamino Tetracético
JPEG Joint Photographics Experts Group
ANOVA Andlise de Variancia
FOA UNESP Faculdade de Odontologia de Aragatuba — Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”

mg miligramas
kg Quilogramas
AON Area Ossea Neoformada
ocC Osteocalcina
TRAP Fosfatase acida resistente ao tartarato
RANKL Receptor Ativador Nuclear Kappa-B Ligante

VGEF Fator de Crescimento Endotelial
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1. Introducéo

A reabsorcéo da crista 6ssea € uma consequéncia da perda do elemento dental.
Busca-se, com isso, a reabilitagdo de maxilas e mandibulas atroficas por meio de
enxertos 0sseos e implantes osseointegraveis, devolvendo funcdo mastigatéria e
estética ao paciente. Existiram tentativas de ancoragem dos implantes através de uma
camada de tecido fibroso, mimetizando o ligamento periodontal. Porém, essas tentativas
mal sucedidas resultaram na descoberta da relagdo tecido Osseo-implante, sem
interferéncia do tecido conjuntivo, quando da instalacéo do implante até o osso medular,
referindo o processo de osseointegracéo.!

Tal processo de osseointegracdo dos implantes dentais sofre interferéncia das
diferentes estruturas ésseas distribuidas pela maxila e pela mandibula.>*De acordo com
a classificacao proposta em 1985, a qualidade 6ssea alveolar foi classificada em tipos 1
ao 4 de acordo com avaliagGes radiogréafica e tateis.®> O osso tipo 1 caracteriza-se por
apresentar cortical bastante densa; o 0sso tipo 2, por apresentar cortical menos densa
e com maior quantidade de osso medular, comparado ao anterior; 0 0sso tipo 3, por
apresentar uma cortical porosa e fina, envolvendo um osso trabecular também fino; e, o
0sso0 tipo 4, por apresentar um padrao trabecular fino e uma cortical muito delgada. A
regido posterior da maxila se caracteriza por apresentar um 0sso classificado como
tipo4.

Outra caracteristica da regiao posterior da maxila € a presenga do seio maxilar,
cavidade pneumdtica dentro do osso da maxila. Esta cavidade esta intimamente ligada a
crista 6ssea alveolar, ocorrendo a pneumatizacdo do seio maxilar como consequéncia da
perda dentaria nessa regido.® Este fato tem como grave consequéncia a impossibilidade da
instalacdo de implantes osseointegraveis, pois estes ndo apresentardo estabilidade
suficiente para ancoragem protética de forma adequada.

Dentre as técnicas para a realizacao de enxerto ésseo, o levantamento de seio

maxilar tem sido comumente utilizado para devolver altura e largura 6sseas para a crista
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alveolar.”® Esse procedimento favorece a reabilitacdo oral protética apds a instalacdo
de implantes dentarios.

A instalacdo dos implantes osseointegraveis pode ser realizada em um ou dois
tempos cirdrgicos apés a elevacdo da membrana sinusal, dependendo da altura e largura
remanescentes da crista 6ssea alveolar. Altura ou largura menores que 5 mm requerem um
procedimento em dois estagios: a principio realiza-se o levantamento do seio maxilar, e,
apds 6 meses, instala-se 0 implante. Caso a altura possuir 5mm ou mais, realiza-se o
procedimento em um tempo cirdrgico: levantamento de seio maxilar e instalagdo de
implantes simultanea.®

As técnicas para realizagdo do procedimento de levantamento da membrana
sinusal j& sdo consagradas pela literatura. Porém, os materiais utilizados para preencher
0 espaco criado entre 0 assoalho do seio maxilar e a membrana sinusal ainda séo alvos
de discussdo e pesquisa.l®!! Os materiais de enxerto podem ser classificados quanto a
sua origem, em: autégenos, obtidos do mesmo individuo; homogenos (aloenxertos),
obtidos de individuos da mesma espécie; xendgenos, obtidos de individuos de espécies
diferentes; e enxertos aloplasticos, 0os quais possuem origem sintética.

O enxerto autdgeno é considerado o padréo ouro pela maioria dos pesquisadores,
pelas suas propriedades de osteoconducdo, osteoinducdo, osteogénese e
biocompatibilidade.'>'3 Porém, a forma de obten¢do do enxerto autégeno traz morbidade
significativa para o paciente, pela necessidade de obtencdo do material em um segundo
sitio cirdrgico. O sitio doador é escolhido de acordo com a quantidade 6ssea necessaria
para o aumento da altura 6ssea individualmente!#, e ele pode ser extra ou intra-bucal.

O osso colhido da area doadora intra-bucal promove uma morbidade diminuida.
Porém, além de serem areas com menor quantidade de tecido dsseo disponivel muitas
vezes, e essa quantidade ser inferior a necessaria, o procedimento para obtencéo desse
tecido é frequentemente associado a complicacdes transoperatorias. Dentre elas: dano
aos nervos mentoniano e alveolar, desvitalizacdo dentaria adjacente ao sitio cirdrgico e

aumento do risco de fratura mandibular dependendo do sitio doador.*®
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Desta forma, existe a necessidade de investigacdo de biomateriais que possuam
propriedades semelhantes as do 0sso autdgeno, substituindo-o de forma eficiente nos
procedimentos de levantamento da membrana do seio maxilar. Os enxertos sintéticos

tém sido uma alternativa interessante para tal substituicéo.®’

Dentre os materiais sintéticos, os vidros bioativos tém sido amplamente estudados.
Eles sdo compostos por formadores de rede, modificadores de rede e 6xidos intermediarios.
Os formadores de rede séo capazes de formar o biovidro sem componentes adicionais e 0s
mais observados na literatura sao silica (SiO.), pentdoxido de fosforo (P20s) e trioxido de boro
(B203). Os modificadores de rede ligam-se a atomos de oxigénio que nado se ligam em ponte,
modificando a estrutura do biovidro. Ja os 6xidos intermediarios podem atuar tanto como
formadores quanto como modificadores de rede. Adaptando-se a composicdo, pode-se
controlar as propriedades fisico-quimicas e bioldégicas dos biovidros, favorecendo a

bioatividade, e a formacéo de novo tecido 6sseo.*®

Por possuirem em sua estrutura atomos de oxigénio e cations modificadores ndo
hibridos, quando em contato com os fluidos corporais permitem a ligagdo direta com a agua
e com o0 aumento do pH local pela liberacdo de H* ou HszO" ocorre o rompimento das
estruturas Si-O-Si, liberando silicio no fluido. Com pH inferior a 9,5 do meio, forma-se uma
camada de gel de silica, que permite a liberacdo idnica de célcio e fésforo, resultando na
formacdo de uma camada de fosfato de calcio amorfo sobre a camada de gel de silica. A
incorporacdo de carbonatos a camada de fosfato de calcio inicia a precipitacdo em apatita
hidroxicarbonatada, semelhante a fase mineral do tecido 6sseo. Essa capacidade de formar
uma camada de apatita que se liga quimicamente ao tecido 6sseo tém caracterizado a
bioatividade desses vidros e pode ser afetada tanto pela estrutura do vidro bioativo quanto
pela liberacdo de ions.’®!°Além da composicdo quimica, as caracteristicas morfolégicas,
como tamanho de particula e porosidade dos vidros bioativos, também afetam suas

propriedades.?%
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Em 1969, Larry L. Hench observou pela primeira vez a capacidade de ligagdo de uma
composicao de vidro ao 0sso e ao musculo apds seis semanas da implantacdo em ratos,
desenvolvendo, entdo, o Bioglass®.22 Um material com a mesma composicéo “45S5” é o
Biogran® (Biomet 3i, Palm Beach Gardens, Florida, USA), uma ceramica bioativa reabsorvivel
composta de diéxido de silicio (SiO2; 45%), 6xido de célcio (CaO; 24,5%), 6xido de sddio

(NaO2; 24,5%) e pentoxido de fésforo (P205; 6%), porém com o tamanho de suas particulas

menores, entre 300 e 355 nm.20:%3.24

O Biogran® tém sido utilizado em estudos experimentais e clinicos para o
tratamento de diferentes tipos de defeitos 4sseos, para regeneracdo 0ssea guiada associada
ao uso de implantes no procedimento de elevagdo da membrana sinusal com resultados
favoraveis em relacédo a eficacia do seu uso em diversos estudos. 212528 Porém, ndo ha
estudos suficientes que sustentem a hipotese das agbBes osteocondutoras,
osteoestimuladoras e bioativas em procedimentos de levantamento da membrana sinusal
com instalacdo de implante imediata, sendo necessarios mais estudos para comprovar esta

hipétese.
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2. Proposicao

O objetivo deste estudo foi avaliar o processo de regeneracdo 6ssea com o uso do
biomaterial Biogran®, um vidro bioativo, como uma op¢éao de substituto 6sseo para técnicas de enxerto
em levantamento do assoalho do seio maxilar e instalagao de implantes imediatos, através de andlises

histolégica, histomorfométrica e imunoistoquimica.
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3. Materiais e Métodos

Delineamento Experimental

Foram utilizados para a realizacdo deste estudo 24 (trinta e dois) coelhos da raca Nova
Zelandia variagao “albinus”, machos, adultos, com idade aproximada de 5(cinco) meses € peso
corporal entre 3 a 4 Kg, com n calculado através do poder da amostra. Os animais foram
pareados no comeco do estudo para diminuir o desvio padrdo. Os animais foram cedidos pelo
Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu - FMZV, UNESP, e
foram mantidos em Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA, UNESP em
gaiolas individuais, em ambiente climatizado, e alimentados com racdo sélida padrao (Ragéo
Procoelho, Primor®, Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum”, durante todo o
experimento. Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), e foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa da FOA-UNESP.
Os animais tiveram os seios maxilares acessados bilateralmente e foram divididos nos

seguintes grupos experimentais (Figura 1):

* Grupo Coagulo Implante (GCI): ap6s o procedimento de elevacao da membrana
sinusal, o seio maxilar direito foi preenchido por codgulo sanguineo com instalagéo
imediata de implantes de titdnio Implalife® (indastria de produtos médicos-
odontoldgicos, Jales, Sao Paulo, Brasil) com superficie tratada por meio de duplo
ataque acido.

» Grupo Biogran Implante (GBI): ap6s o procedimento de elevacdo da membrana
sinusal, o seio maxilar esquerdo foi preenchido por vidro bioativo Biogran® com
instalacdo imediata de implantes de titanio Implalife® com superficie tratada por
meio de duplo ataque acido.

Procedimento Cirurgico

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de 8 horas. A

anestesia geral foi realizada por administracéo via intramuscular de Cloridrato de Ketamina
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a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil
Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e do Cloridrato de
Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 5mg/Kg.
Em complementacdo anestésica, foi realizada a infiltracdo de solugdo de Cloridrato de
Mepivacaina a 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro,
Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg na linha mediana do dorso nasal.

Apbs prévia tricotomia e antissepsia pré-operatdria no dorso nasal (Figura 1 A e B)
por friccdo de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona lodo Degermante a 10%, com 1% de
iodo ativo (PVP-lI 10%, Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) associado ao
Polivinil Pirrolidona lodo Tépico a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-lI 10%, Riodeine®,
Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), o osso nasal foi acessado. O protocolo cirirgico
utilizado para o acesso a cavidade sinusal do animal foi o estabelecido por Asai, Shimizu
e Ooya (2002).

Com o auxilio de uma lamina de bisturi namero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo,
Japao), montada em cabo de bisturi nimero 3 (Hu-Friedy®, German), uma incisao linear
de 5 cm foi realizada a linha mediana do dorso nasal (Figura 1 B). A pele e o peridsteo
foram cuidadosamente descolados e devidamente afastados com um descolador tipo Molt
(Hu-Friedy®, German) o suficiente para a exposi¢cdo do 0sso nasal e a linha da sutura
nasoincisal. Apés exposicao, uma janela circular de 3 mm de didmetro foi confeccionada
bilateralmente a linha mediana do dorso nasal, aproximadamente a 2 cm anterior a linha
da sutura nasofrontal e a 1 cm lateralmente a linha mediana.

Este procedimento foi realizado sobre abundante irrigagdo com solugdo salina
fisiologica estéril a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), com a utilizagdo de uma broca
trefina de 2 mm de didmetro interno (Neodent®, Curitiba, Parand, Brasil) para a
demarcacéo da area e uma broca diamantada esférica n® 1011 (KG Sorensen®, Cotia, S&o
Paulo, Brasil) para a finalizacdo das osteotomias, ambas montadas em contra-angulo

redutor de 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinville, Brasil), que por sua vez foi conectado a um
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motor elétrico rotacdo controlada (modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, Séo Paulo,
Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm.

A membrana sinusal foi cuidadosamente descolada e elevada com curetas
especiais (Neodent®, Curitiba, Parand, Brasil) para garantir que sua integridade fisica
fosse mantida (Figura 1 C). Com o auxilio das mesmas curetas, o seio maxilar esquerdo
foi preenchido vidro bioativo Biogran® e o direito formou-se coagulo (Figura 1 D). ApGs
enxerto, implante dentario de titanio tratado com duplo ataque &cido, de 3,6x6, 5 mm,
plataforma hexagono externo (Implalife® - industria de produtos médicos-odontoldgicos,
Jales, S&o Paulo, Brasil) foi instalado bilateralmente (Figura 1 E) também com auxilio de
contra-angulo redutor de 20:1, com 30rpm, sobre refrigeragdo nos dois grupos
experimentais (Figuras 6 e 7). Finalizado o enxerto, o retalho total foi reposicionado, a
sutura (Figura 1 F) realizada por planos anatémicos, com fio Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-
0®, Ethicon, Johnson&Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos

simples.

Cuidados P6s-Operatdrios

No pés-operatorio imediato os animais receberam administracao intramuscular de
enrofloxacina (Vencofarma®, Londrina, Parana, Brasil) em uma dosagem de 5mg/kg e de
doxiciclina (Coveli®, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) ha dosagem de 5 mg/kg,
administracéo via oral de cetoprofeno (Ketoflex -Mundo Animal®, Pindamonhangaba, S&o
Paulo, Brasil) na dosagem de 3 mg/kg e de tramadol (Cronidor - Agener®, Sao Paulo,
Brasil) na dosagem de 5mg/kg, sendo a primeira dose no pés-operatério imediato e as
demais nos 2 dias consecutivos. Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — FOA, UNESP em gaiolas individuais, em ambiente
climatizado, e alimentados com racao solida padréo (Ragéo Procoelho, Primor®, Jaguaré,
Sao Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum”, até a eutanasia animal, nos periodos de 7, 15 e 40

dias p6s-operatorios.
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Eutanasia e Coleta do Material

A sedacao foi realizada pela administracdo via intramuscular de Cloridrato de
Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sao Paulo, Brasil
Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e do Cloridrato de
Xilazina a 2% (Dopaser® — Laborat6rio Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 5 mg/Kg.
A eutanasia foi realizada por meio de perfusé@o no ventriculo esquerdo de 150 ml de solucao
salina fisiol6gica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) por 10 minutos, seguida de 1800
ml de Formaldeido 4% (Paraformaldeido 4% - Acros Organics) durante 40 minutos, usando
uma bomba perfusora peristéltica (Masterflex® Ls, Cole — Parmer Instrument Company)
na velocidade de 45ml/min. Os periodos de eutanasia foram aos 7, 15 e 40 dias apds o
procedimento de levantamento da membrana do seio maxilar. Apés a eutanasia, 0
complexo nasal incluindo as cavidades sinusais foi removido em bloco e todo o tecido mole

superficial eliminado.

Preparo das Pecas

As pecas foram fixadas em formol 10% (Reagentes Analiticos®, Dindmica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) e sofreram descalcificacdo em EDTA 5% (Acido
Etileno Diamino Tetracético, Merck) dissolvido em agua MiliQ, por um periodo de 60 a 90
dias, a temperatura ambiente. Em seguida o material foi desidratado utilizando uma
sequéncia crescente e gradativa de alcoois 70, 90, 95 e 100, com troca de solucéo a cada
3 dias, em agitador orbital (KLine CT — 150®, Cientec — Equipamentos para Laboratério,
Piracicaba, SP, Brasil) em todos os dias durante 4 horas. Apés estas etapas, foi realizada
diafanizagéo com xilol para posterior inclusdo em parafina para obteng&o de corte com 6
Mm de espessura montados em laminas. Algumas laminas foram separadas para a
coloracdo em hematoxilina e eosina (HE Merck & Co., Inc.) e outras para as reacdes de

imunoistoquimica.
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Previamente a realizagdo das analises histologicas e histométricas, as amostras
foram codificadas de maneira que somente o orientador conhecia a quais grupos
pertencem. Um Unico examinador realizou as analises e 0 mesmo desconhecia o

respectivo grupo da seccdao.

Analise Histomorfométrica

Ap6s as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.), mensurac¢des foram
realizadas utilizando um microscépio Optico (LeicaR® DMLB, Heerbrugg, Switzerland)
acoplado a uma camera de captagéo de imagem (LeicaR® DC 300F microsystems Ltda.,
Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium Il com um software
analisador de imagens digitalizadas, ImageLab® 2000 (Software de Processamento e
Andlise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens digitalizadas foram gravadas em
arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas e projetadas na tela de um monitor
de 15 polegadas (Samsung®, SyncMaster 3Ne, Seul, Coreia do Sul).

Foi avaliada a area de tecido 6sseo presente no interior do seio maxilar como a
avaliacdo da espessura do trabeculado 6sseo (em micrometros de espessura). Os dados
obtidos nas analises foram transformados em valores absolutos, de pixels, para valores
porcentuais relativos, de modo a minimizar a interferéncia da diferenca do tamanho do
negativo.

As analises histométricas foram realizadas por meio do software de analise de
imagens ImageJ Java 1.8. Foram utilizadas as imagens obtidas em aumento de 200x e
calculada, em porcentagem, a area de tecido 6sseo presente (AO) entre as espiras de todo

o implante.

Analise Imunohistoquimica

Os anticorpos primarios utilizados foram a contra osteocalcina (OC, Goat anti-oc —
Santa Cruz Biotecnology), fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP, Goat anti-TRAP —

Santa Cruz Biotecnology), Receptor Ativador Nuclear Kappa-B Ligante (RANKL, Goat anti-



36

rankl — Santa Cruz Biotecnology) e fator de crescimento endotelial (VGEF, Goat anti- VGEF -
Santa Cruz Biotecnology). O método de deteccdo usado foi por imunoperoxidase, utilizando
como cromégeno a 3,3 diaminobenzina (DAB- Sigma, St. Louis, MO, USA). O anticorpo
secundario biotinilado foi o anti-cabra (goat) produzido em burro (donkey) (Biotin — SP-
AffiniPure, donkey anti-goat IGg — Jackson Immunoresearch Laboratories). Os cortes foram
analisados em microscopio Optico (Zeizz®, Oberkochen, Alemanha) bem como a expressao
das proteinas OC, TRAP, RANK-L e VGEF, acoplado a uma camera de captura (Zeizz®
AxioCam Icc 1, Oberkochen, Alemanha) e conectado a um microcomputador Windows Vista
com um software analisador de imagens digitalizadas, AxioVision® (Software de
Processamento e Andlise de Imagens, Oberkochen, Alemanha). Foram utilizados escores
para as células marcadas em areas determinadas, que sabidamente estdo envolvidas na
din&mica do tecido 0sseo. Para facilitar a comparacgéo entre os diferentes grupos e periodos,
0s escores da analise imunoistoquimica foram convertidos em frequéncias de médias

percentuais de acordo com o periodo de avaliagédo, para ambos os grupos (Quadro 1).

Andlise Estatistica

Todos os testes estatisticos foram realizados através do programa estatistico
Sigma Plot 12.0 (Exakt graphs and Data analysis, San Jose, CA, EUA). Inicialmente, os
dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilkk o qual mostrou
homogeneidade dos dados. Em seguida, foi aplicado o teste ANOVA 2 fatores (grupos vs
periodos), e para as interagcdes que mostraram significancia estatistica, o pés teste Tukey

foi aplicado. Para todos os testes, o nivel de significancia de 5% foi considerado.
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4. Resultados
Andlise Histolbgica

Grupo controle com formagéo de coagulo e implante imediato (GCI)

Aos 7 dias observa-se ao redor do implante principalmente tecido conjuntivo e ma-
triz osteoide sendo depositada e a formacao de finas trabéculas 6sseas, com a presenca
de vasos sanguineos nas regides periféricas, evidenciando o inicio da angiogénese (Figu-

ras2CeD;5A).

Aos 15 dias, foi possivel observar a formacgéo de trabéculas 6sseas mais espessas,
com a presenca de inimeros osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Além de grandes
vasos sanguineos, entremeados ao tecido dsseo e tecido conjuntivo que compdem o tecido
ao redor do implante. Apesar de trabéculas mais espessas, nesse periodo ainda ha uma
grande quantidade de tecido conjuntivo que esta sofrendo mineralizacao(Figuras 3 C e D;
5 B).

Aos 40 dias observa-se grande quantidade de tecido 6sseo, evidenciando uma
formacg&o mais madura desse tecido, quando comparado aos outros periodos. Porém, com
grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo entremeado as trabéculas. Ainda com
presenca significativa de vasos sanguineos, e de células da linhagem osteoblastica

(Figuras 4 C e D; 5 C).

Grupo experimental com enxerto de vidro bioativo (Biogran®) e implante imediato (GBI)

Aos 7 dias observa-se a presenca dos granulos do biomaterial enxertado,
entremeado por tecido conjuntivo e matriz osteoide, depositada ao redor dos granulos, e
de vasos sanguineos de menor calibre(Figuras 2 A e B; 6 A).

Aos 15 dias, é possivel observar a formacgéo de finas trabéculas 6sseas, com grande
guantidade de osteoblastos. Ainda existe uma grande quantidade de tecido conjuntivo
frouxo, sendo notada uma matriz osteoide em formacdo. H&4 a presenca de vasos
sanguineos em toda a area observada, porém, menos calibrosos do que no mesmo periodo

do grupo controle (Figuras 3 A e B; 6 B).
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Aos 40 dias observa-se trabéculas 6sseas mais espessas e com tecido 6sseo mais
maduro, principalmente no perimetro do implante (Figuras 4 A e B). No centro das espiras
ainda h& tecido conjuntivo, com a presenca de células gigantes multinucleadas e
osteoblastos na periferia do tecido 6sseo em formacg&o. Ainda € possivel observar grande
guantidade de granulos do biomaterial utilizado, porém se apresentam em tamanhos
menores e com maior quantidade de tecido conjutivo e trabéculas 6sseas ao redor (Figura
6 C).

N&o foi observado processo inflamatério associado ao biomaterial em qualquer um
dos periodos.

Andlise Histométrica

Para a variavel area 6ssea neofomado (AON), na comparacgéo entre periodos do
grupo GCI, houve uma diferenga estatisticamente significante entre os periodos de 40 e 7
dias, com p<0,01 e entre 15 e 7 dias, com p<0,01. Porém, ndo houve diferenca significativa
entre 15 e 40 dias (p=0,210). J& na comparacado entre periodos no grupo GBI, houve
diferenca estatisticamente significante entre o periodo de 40 dias, quando comparado aos
7 e aos 15 dias, com p<0,01 em ambos os casos. Enquanto isso, a comparacao entre 7 e
15 dias ndo mostrou diferenca significativa, com p=0,140 (Tabela 1).

Na comparacdo de AON por fatores, o Unico periodo a mostrar diferenca

estatisticamente significante entre os grupos GCI e GBI foi o de 15 dias (p<0,01).

Analise Imunoistoquimica

Osteocalcina

Aos 7 dias, a imunomarcacao para osteocalcina, tanto no grupo GBI (Figura 7 A)
guanto no grupo GCI (Figura 8 A) se apresentou de moderada a intensa. Porém, no grupo
GBI, h& destaque para a marcagéo expressiva em matriz extracelular e tecido conjuntivo,
além das células da linhagem osteoblastica. Ja& no grupo GCI, estd se iniciando a

organizacdo do tecido ésseo, com matriz mineralizada marcada positivamente para
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osteocalcina, além de marcacao intensa em osteoblastos ao redor do tecido 6sseo em
formacéao.

Aos 15 dias, o grupo GBI (Figura 9 A) apresentou uma formacdo de matriz
mineralizada, com tecido 6sseo se organizando, com precipitacfes de osteocalcina sobre
a matriz mineralizada, de forma moderada. Ja o grupo GCI (Figura 10 A) apresentou
marcacao intensa e importante na matriz extracelular e também no tecido 6sseo
neoformado. Além de marcagéo positiva intensa em ostedcitos e osteoblastos .

Aos 40 dias, o grupo GBI (Figura 11 A) apresentou imunomarcacao moderada para
osteocalcina, com grande precipitacdo na matriz mineralizada, e grande formacéao de tecido
0sseo. De forma semelhante, o grupo GCI (Figura 12 A) apresentou imunomarcacgdo de

moderada a intensa, com grande precipitacédo de osteocalcina no tecido ésseo neoformado.

RANKL

Aos 7 dias, tanto o grupo GBI (Figura 7 B) quanto o grupo GCI (Figura 8 B)
apresentaram imunomarcag¢do moderada para RANKL, com inicio da formag&o de tecido
0sseo, possuindo marcacdo positiva em matriz extracelular e em células da linhagem
osteoblastica.

Aos 15 dias, o grupo GBI (Figura 9 B) apresentou imunomarcacao leve a moderada
para RANKL, bem como o grupo GCI (Figura 10 B) que apresentou marcagéao leve.

Aos 40 dias, ambos os grupos apresentaram imunomarcagdo moderada para
RANKL, com marcacdo positiva na matriz extracelular e nas células da linhagem
osteoblastica (Figuras 11 e 12 B).

TRAP

Aos 7 dias, os dois grupos apresentaram marcacdo negativa para TRAP, sendo
possivel observar marcagdes inespecificas em todo o tecido (Figuras 7 e 8 C).

Aos 15 dias, ambos os grupos apresentaram marcacdo leve para TRAP, sendo

observados osteoclastos proximos ao tecido 6sseo neoformado (Figuras 9 e 10 C).
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Aos 40 dias, o grupo GBI (Figura 11 C) apresenta imunomarcagdo negativa para
TRAP, enquanto o grupo GCI (Figura 12 C) apresenta marcacao leve para a mesma
proteina.

VGEF

Aos 7 (Figuras 7 e 8 D) e aos 15 dias (Figuras 9 e 10 D), o grupo GBI apresentou
imunomarcacdao leve a moderada para VGEF, enquanto o grupo GCI apresentou marcacao
leve. Marcacgéo positiva nas células e na matriz extracelular.

Enquanto aos 40 dias, o grupo GBI (Figura 11 D) apresentou marcacdo moderada

para VGEF e o grupo GCI (Figura 12 D), marcacéo leve (Tabela 2).
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5. Discussao

A utilizag&o do vidro bioativo particulado em tipos de granulacdes diferentes na re-
generacdo 6ssea, com a descoberta da propriedade osteocondutora desse biomaterial por
Wilson et al., permitiu o desenvolvimento de mais estudos em relacdo a regeneracgao teci-
dual associada ao vidro bioativo.? Estudos vém sendo desenvolvidos desde entdo e mos-
tram as propriedades osteocondutoras do biomaterial e sua lenta substituicdo, com forma-
cdo de trabéculas 6sseas entre os granulos do biomaterial, tanto em estudos clinicos®-3?
como experimentais®3,

O mesmo foi observado neste estudo, aos 40 dias os granulos do biomaterial ainda
nao haviam sido totalmente reabsorvidos, porém, grande quantidade de trabéculas ésseas
ao redor desses granulos se formaram. Aos 7 dias 20,9% do biomaterial foi encontrado
entre as espiras do implante, diminuindo para 4,7% aos 40 dias pos-operatérios (Grafico
2).

A presencga de tecido 6sseo com caracteristica lamelar, indica um tecido mais ma-
duro, com linhas periféricas de osteoblastos responséaveis pela producéo da matriz oste-
oide®4. Essas caracteristicas foram observadas neste estudo e descritas por Pereira et al.,
gue comparou a utilizagdo de Biogran® (grupo 1), 0sso autdgeno associado ao Biogran na
taxa de 1:1 (grupo 2) e apenas 0sso autégeno (grupo 3). A formagéo de pequenas areas
de tecido 6sseo maduro, principalmente na interface osso-implante, mostram que o bio-
material pode ser melhor indicado na aplicacdo em pequenos defeitos, quando comparado
ao coagulo.

Na comparacgao entre 0s grupos citados, Pereira et al. observaram uma menor por-
centagem de tecido conjuntivo no grupo 1, em relagdo aos outros 2 grupos, porém, sem
apresentar diferencga estatisticamente significante ( p>0,05).3* Da mesma forma, este es-
tudo ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos GCI e GBI em relagéo a quanti-
dade de tecido conjuntivo (p>0,05). Porém, o grupo GBI mostrou uma maior quantidade

de tecido conjuntivo, principalmente aos 40 dias, diferente do descrito por Pereira et al.
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Além disso, a arquitetura do tecido conjuntivo conferido pelo Biogran® se mostra
mais organizada quando comparada ao coagulo sanguineo, se tornando um arcabouco
para a neoformacéo Ossea, propiciando ao material, associado a outras caracteristicas,
um 6timo potencial osteocondutor. Bem como foi observado por Cardoso et al., que com-
parou a utilizacdo de Biogran® (Gl), Perioglas® (Gll) e grupo controle (GlII), mostrando
gue o Gl apresentou fibras coldgenas densas entre os granulos do biomaterial, e uma
formacéo de septos fibrosos completos e incompletos em seus granulos?!, comportamento
que foi observado em varios estudos.®®

Um comportamento caracteristico de reabsor¢éo gradativa dos granulos foi obser-
vado, permitindo a deposi¢cdo de matriz osteoide e a mineralizacdo desse tecido, quando
em contato com o biomaterial. Corroborando, assim, com Stravopoulos et al., que compa-
raram o uso do Biogran® e do Bio-Oss® em mandibula de ratos como um adjuvante da
regeneracgédo tecidual guiada, com o vidro bioativo apresentando esse comportamento de
formacé&o de tecido 6sseo em contato com os granulos do biomaterial.3¢

Além das caracteristicas qualitativas do tecido ésseo formado ja descritas, a analise
guantitativa € um importante fator a se observar. Diante dos resultados apresentados neste
estudo, pode-se observar que o grupo GBI mostrou uma formagéo de tecido 6sseo se-
melhante & do grupo GCI, aos 7 e 40 dias, ndo apresentando diferenca estatisticamente
significante (p>0,05). Esse comportamento foi observado pelo mesmo material em diver-
sos estudos encontrados na literatura, quando comparado com enxerto autdgeno, entre
outros biomateriais ou em associagéo.*3’

A neoformacéo de tecido 0sseo aos 7 dias no grupo GCI se mostrou em estagio
mais avancado quando comparado ao grupo GBI no mesmo periodo. E possivel que isso
ocorra devido a lenta reabsor¢éo do biomaterial. Tadjoedin et at., observaram uma propor-
¢céo de aproximadamente 38% de tecido 6sseo neoformado e 7% de biomaterial residual
contra 46% de osso neoformado no grupo controle, em 6 meses pos-operatérios de um
estudo clinico de levantamento de seio maxilar bilateral, comparando a associacao de vi-

dro bioativo com osso autégeno e enxerto autégeno contralateral.®® E possivel notar um
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padrao que o vidro bioativo mostra em relagdo a producédo de tecido 6ésseo mais tardia.
Além do mais, 0 aumento gradativo da porcentagem de tecido ésseo observado nesse
estudo, associado a caracteristica de organizacado do tecido conjuntivo, pode indicar que
o biomaterial se iguale ao coagulo em relacdo a formacao de novo tecido 6sseo. Talvez,
com estudo a longo prazo, o biomaterial poderia apresentar resultados melhores, compa-
rando-o ao coagulo.

Dentro do contexto do reparo 0sseo, outro fator importante a ser considerado e que
induz a uma andlise importante é o papel das proteinas de matriz sobre a ossificacao, que
modulam a resposta celular dentro do processo de osseointegracdo.®*#° A osteocalcina,
uma pequena proteina de matriz ndo colagena, é a mais abundante no tecido ésseo, se
ligando & hidroxiapatita na matriz. E importante na regulacio da atividade osteoblastica,
desempenhando um papel nos estagios mais iniciais de ossifica¢cdo, na maturacao do te-
cido 6sseo, atrasando o papel do colageno tipo 1414 A expressdo da osteocalcina aos 7,
15 e 40 dias, se mostra moderada a intensa no grupo GBI e intensa no grupo CGl, reve-
lando mineralizagdo mais precoce no grupo coagulo, porém mantendo sua atividade até
os periodos mais tardios do estudo.

A proteina RANK ligante (RANKL) é responséavel pela formacéo e ativacdo dos os-
teoclastos, desempenhando papel no equilibrio da remodelagdo 6ssea. Quanto maior a
intensidade da marcacéo para RANKL, maior a atividade de reabsorcéo 6ssea.** A marca-
¢do moderada para ambos 0s grupos tanto aos 7 quanto aos 40 dias, avaliando-se ao
mesmo tempo a atividade moderada a intensa da osteocalcina nos mesmos periodos,
mostra que a taxa de remodelacdo estd em leve desequilibrio, tendendo & maior formacéo
de tecido Gsseo.

Outra importante proteina para a avaliagdo do metabolismo 6sseo € a TRAP, uma
enzima que contém ferro e secretada por osteoclastos durante a remodelagéo 6ssea, ca-
racterizando um padrao reabsortivo. Uma marcacao intensa de TRAP € vista em tecidos

normais. Este estudo mostrou um a marcacao negativa para esta proteina nos periodos
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iniciais para ambos o0s grupos e marcacao leve nos periodos mais tardios. Esse compor-
tamento pode ser observado devido a baixa atividade de reabsorcéo 6ssea, e alta atividade
de formacéo 6ssea. Isso ocorre pelas caracteristicas do sitio de implantacdo, que néo torna
necessaria a reabsorcao 6ssea para producao, apenas a remodelacao de tecido conjuntivo
até a mineralizacéo.

A avaliagéo da proteina VGEF também tem um significado importante dentro da
remodelacdo 6ssea. Suas fungfes incluem a inducdo da vascularizagdo 0ssea, além da
sinalizacdo de células como osteoblastos, osteoclastos e células progenitoras pericon-
drais. A marcacéo leve para o grupo GCIl em todos os periodos pode indicar baixo indice
de angiogénese, diferente do gupo GBI, que apresentou marcagéo moderada nos periodos

iniciais.
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Concluséo

O Biogran®, portanto, se mostrou um biomaterial biocompativel e com propriedades
osteocondutoras, capaz de levar a formacéo satisfatoria de tecido 6sseo. A producdo de
tecido 6sseo foi similar para os dois grupos, principalmente aos 40 dias, porém, o
comportamento histolégico mostrou um padrdo mais estavel de formacdo Ossea para o
biomaterial, quando comparado ao coagulo, que apresenta grande quantidade de tecido

conjuntivo frouxo.
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Quantidade de Marcacao _ Correspondente em %

Auséncia de Marcacao - 0
Marcacao Leve + 20 (entre 10 a 30%)
Marcag¢ao Moderada ++ 60 (entre 50 a 70%)
Marcacgao Intensa +++ 90 (entre 80 a 100%)

Quadro 1. Quantidade de marcagao em escore utilizada para a analise imunoistoquimica.

Figura 1: Procedimento cirldrgico de divulsdo da membrana sinusal e instalagdo de
implante imediato, bilateralmente. A:Tricotomia, B: Antissepsia e Incisdo do dorso
nasal. C: Membrana sinusal descolada bilateralmente. D: Biomaterial e coagulo em
posicdo. E: Instalacdo de implantes imediatos bilateralmente. F: sutura por planos
anatomicos.
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Figura 2. A, B: Corte histolégico em HE do grupo GBI aos 7 dias. C e D: Corte histolégico do grupo
GCI aos 7 dias. As setas pretas indicam a presenca dos granulos do biomaterial Biogran® e as
setas em azul indicam tecido 6sseo neoformado. Aumento de 6,3x.
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Figura 3. A, B: Corte histolégico em HE do grupo GBI aos 15 dias. C e D: Corte histolégico do grupo
GCl aos 15 dias. As setas pretas indicam a presenca dos granulos do biomaterial Biogran® e as setas
em azul indicam tecido 6ésseo neoformado. Aumento de 6,3x.
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Figura 4. A, B: Corte histoldgico em HE do grupo GBI aos 40 dias. C e D: Corte histolégico do grupo
GCIl aos 40 dias. As setas pretas indicam a presenca dos granulos do biomaterial Biogran® e as

setas em azul indicam tecido 6sseo neoformado. Aumento de 6,3x.
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Figura 5. Corte histolégico em HE do grupo GCl aos 7 (A), 15 (B) e 40 (C) dias. As em azul indicam tecido 6sseo
neoformado, em verde indicam deposicdo de matriz osteoide e em amarelo 0s vasos sanguineos. Aumento de
25xX.
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Figura 6. Corte histoldgico em HE do grupo GBI aos 7 (A), 15 (B) e 40 (C) dias. As em azul indicam tecido ésseo
neoformado, em verde indicam deposi¢éo de matriz osteoide e em amarelo 0s vasos sanguineos. Aumento de 25x.

cacdo moderada a intensa para OC. B: Marcacao moderada para RANKL. C: Marcacao leve
para TRAP. D: Marcacéo leve a moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imuno-
marcacdes. Aumento de 20x.
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Figura 8. Cortes histolégicos com coloragdo imunoistoquimica do grupo GCI aos 7 dias. A: Marca¢do mo-
derada aintensa para OC. B: Marcacdao moderada para RANKL. C: Marcacao leve para TRAP. D: Marcacgéo
leve a moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcacdes. Aumento de 20x.
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Figura 9. Cortes histoldgicos com colora¢éo imunoistoquimica do grupo GBI aos 15 dias. A: Marcagdo mo-

derada para OC. B: Marcacéo leve a moderada para RANKL. C: Marcacéo leve para TRAP. D: Marca¢éo
leve a moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcag¢fes. Aumento de 20x.
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Figura 10. Cortes histoldégicos com coloracéo imunoistoquimica do grupo GCI aos 15 dias. A: Marcagéo
intensa para OC. B: Marcacao leve para RANKL. C: Marcacao leve para TRAP. D: Marcagédo leve para
VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcacdes. Aumento de 20x.
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Figura 11. Cortes histolégicos com coloracdo imunoistoquimica do grupo GBI aos 40 dias. A: Marcacao
moderada para OC. B: Marcacdo moderada para RANKL. C: Marcagao inespecifica para TRAP. D: Marca-
¢do moderada para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcagfes. Aumento de 20x.
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Figura 12. Cortes histolégicos com colorag@o imunoistoquimica do grupo GCI aos 40 dias. A: Marca¢éo
moderada a intensa para OC. B: Marcagdo moderada para RANKL. C: Marcacgédo inespecifica para
TRAP. D: Marcagéo leve para VGEF. As setas vermelhas indicam as imunomarcacdes. Aumento de 20x.
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Grafico 1. Porcentagem da area de osso neoformado nos grupos GCI
e GBl aos 7, 15 e 40 dias
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Grafico 2. Porcentagem de Biogran® aos 7, 15 e 40 dias de reparo.
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Grafico 3. Area 6ssea neoformada e sai relagdo intergrupos nos periodos de

7, 15 e 40 dias.
AON GClI GBI valor de p
7D 3,55E+11 2,07E+11 0,796
15D 3,27E+12 1,07E+12 0,001
40D 3,91E+12 3,74E+12 0,765

Tabela 1. Porcentagem da area de osso neoformado nos gru-
pos GCl e GBIl aos 7, 15 e 40 dias
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Grupos/Proteinas OC RANKL TRAP VGEF
GBI-7D moderada a intensa moderada marcagao inespecifica (-) leve a moderada
GCI-7D moderada a intensa moderada marcagao inespecifica (-) leve
GBI-15D moderada leve a moderada leve leve a moderada
GCI-15D intensa leve leve leve
GBI-40D moderada moderada marcagao inespecifica (-) moderada
GCI-40D moderada a intensa moderada marcacgao inespecifica (-)/ leve  leve

Tabela 2: Scores da imunomarcacgdes das proteinas OC, RANKL, TRAP e VGEF em fun-
cdo dos grupos (GClI e GBI) e periodos (7,15 e 40 dias)
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CEUA - Ethics Committes on the Use of Animals
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microtomogréfico”, Processo FOA n® 00818-2018, sob responsabdidade de ideimo
Rangel Garcia Junior apresenta um protocolo experimental de acordo com o8
Principios Eficos da Experimentagio Animal e sua execuclio foi aprovada pela
CEUA em 13 de Dezembro de 2018.
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DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: a4& 13 de Dezembro de 2020.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Guided bone regeneration using bioactive
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by CEUA on December 13, 2018
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