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RESUMO 

O processo de regeneração óssea guiada é amplamente conhecido na literatura, e para que essa 

técnica possa ser realizada com sucesso a escolha da barreira biológica no tocante ao seu tempo 

de degradação e sua reação tecidual é de fundamental importância. Assim, o objetivo deste 

estudo foi avaliar o processo de reparo de defeitos ósseos críticos em calotas de ratos, utilizando 

o princípio de osteopromoção, comparando a membrana teste de colágeno de peixe 

funcionalizando com hidroxiapatita com as membrana de colágeno bovino associada à 

hidroxiapatita e a membrana de colágeno porcino. Para o estudo foram utilizados 96 ratos 

Albinus Wistar, divididos em quatro grupos, sendo 24 animais para cada grupo: Grupos BG 

(BioGide®); CB (ColHap®); CP (colágeno de peixe) e CG (Coágulo) analisados em quatro 

tempos experimentais, 7, 15, 30 e 60 dias. Os resultados mostraram um perfil inflamatório 

maior no grupo CP em relação aos grupos BG e CB (p<0,05) nos primeiros 15 dias. O grupo 

CP, aos 60 dias apresentou um bom potencial osteopromotor ao compará-lo com o grupo BG 

(p = 0,199) e o grupo CB demonstrou o menor desempenho osteopromotor. Na análise 

tridimensional, os resultados anteriores foram confirmados com o pior desempenho em relação 

a menor média de tecido ósseo neoformado para o grupo CP de 9,560mm
3
, CB com 11,850mm

3
 

e BG 14,247mm
3
 (p<0,05). Concluí-se que as membranas aqui estudadas tiveram um bom 

comportamento biológico, e todas auxiliaram no processo de regeneração óssea guiada e que a 

membrana de colágeno de peixe teve um bom desempenho na osteopromoção óssea. 

Palavras-chave: Membranas. Regeneração óssea. Implantes dentários  
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ABSTRACT 

Guided bone regeneration is a widely described alveolar ridge augmentation technique that has 

been shown to produce excellent and reproducible results with high long-term success rates in 

several studies. Thus, this study aimed to evaluate the bone repair of critical size defects 

calavaria using an osteopromotive principle the fish collagen membrane functionalized with 

hydroxyapatite compare to collagen membrane associated with hydroxyapatite and porcine 

membrane. For the study, 96 Albinus Wistar rats were used, divided into four groups, with 24 

animals for each group: Groups BG (BioGide®); CB (ColHap®); CP (fish collagen) and CG 

(clot) analyzed in four experimental times, 7, 15, 30 and 60 days. The results showed a higher 

inflammatory profile in the CP group compared to the BG and CB groups (p<0.05) in the first 

15 days after the surgery. The CP group, at 60 days, showed a good osteopromotor potential 

when compared with the BG group (p = 0.199) and the CB group showed the smaller 

osteopromotor performance. In the three-dimensional analysis, the previous results were 

confirmed with the worst performance in relation to the lowest mean of neoformed bone tissue 

for the CP group of 9.56mm
3
, CB with 11.85mm

3
 and BG 14.247mm

3
 (p<0.05). In conclusion 

with the results obtained by this work, the membranes studied here had a good biological 

behavior, and all of them helped in the guided bone regeneration process and the fish collagen 

membrane performed well in bone osteopromotion. 

Keywords: Membranes. Bone regeneration. Dental implants 
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para confecção do defeito de 8mm e D: defeito crítico de 8 mm realizado 
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grade histométrica de 130 pontos aplicada sobre a fotomicrografia histológica em 

um aumento da objetiva de 100x. 
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Figura 6. À esquerda, software ImageJ utilizado para contagem celular. À direita, 
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contam uma célula, e cada conjunto de vasos sanguíneos (bolas vermelhas) 

representam a neovascularização. 
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Figura 7. Software ImageJ utilizado para calibragem da ferramenta régua na 

magnificação de escolha para ser realizada a histometria. Na imagem a 

calibragem foi realizada em uma régua na magnificação de 6,3x, a unidade de 

medida foi escolhida em µ!. 
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Figura 8. Software ImageJ utilizado para calibragem da medida a ser realizada. 

Foi escolhido a opção de mediar a Área total demarcada pela ferramenta 

polígono. 
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Figura 9. Representação do uso da ferramenta polígono no software ImageJ para 

a medida da estrutura de interesse. Na imagem observamos a delimitação de uma 

área na qual foi observada a presença de tecido ósseo neoformado (µ!). 
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Figura 10. Representação do uso do Software NRecon (Skyscan, Bruker, 

Kontich, Belgium), utilizado para a reconstrução 3D das aquisições realizadas 

no Micro-tomógrafo. Na imagem as linhas vermelhas delimitam a área a ser 

reconstruída e a linha verde indica o centro da região de interesse. 
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Figura 11. Ilustração do uso do software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich, 

Belgium), para a determinação do VOI. Após delimitado em uma imagem, o VOI 

é reproduzido igualmente para todas as outras imagens. 
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Figura 12. Representação do ROI utilizando o software CT-Analyzer (Skyscan, 

Bruker, Kontich, Belgium). Após a delimitação das camadas a serem analisados, 

a forma arredondada do ROI é escolhida e adaptada para o tamanho da amostra. 
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Figura 13. Representação da escala de cinza utilizada (242-105) no software CT-

Analyzer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para indicar a diferença entre 

osso cortical e trabecular. 
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Figura 14. Conversão das camadas escolhidas para a escala de cinza no software 

CT-Analyzer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para o cálculo dos parâmetros 

tridimensionais em mm. 
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Figura 15. Reconstruções panorâmicas das fotomicrografias dos grupos BG, CP, 

CB e GC em todos os períodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias em um 

aumento de 6,3x. O defeito crítico de 8 mm de diâmetro externo, está delimitado 

pelo [ ] e indicado pelo símbolo +, os * amarelos indicam o local dos cotos ósseos 

39 

Figura 16. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 7 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 25x. Na região cnetral nota-

se a presença de um tecido conjuntivo (TC) com bastante diferenciação celular e 

a membrana (M) íntegra. 
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Figura 17. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 15 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e a última em 25x. Observamos 

tecido ósseo neoformado (TON) do coto em direção a região central, com 

mudança de direção das fibras e na imagem de maior aumento, notamos grandes 

vasos sanguíneos com células gigantes (V). 
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Figura 18. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 30 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 6,3x nas duas primeiras e 12,5x nas 

duas últimas. Observamos tecido ósseo neoformado (TON) associado a áreas de 

tecido osteóide e fragmentos de membrana (M) em processo de degradação. 
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Figura 19. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 30 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 6,3x. Observamos tecido ósseo 

neoformado (TON) associado a áreas de tecido osteóide e ainda resquícios de 

fragmentos de membrana (M) com algumas áreas entremeadas de tecido 

conjuntivo maduro. 
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Figura 20. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CB aos 07 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 40x. Observamos grânulos de 

hidroxiapatita no centro do defeito (H) e presença de células gigantes (seta) na 

imagem ao lado. 
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Figura 21. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CB aos 15 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x na primeira imagem 

evidenciando a integridade da membrana (M). Na segunda imagem com 

magnificação de 40x, notamos ilhas ósseas. 
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Figura 22. Fotomicrografias do defeito do grupo CB aos 30 dias de reparo ósseo 

nas magnificações de 6,5x nas duas imagens, mostrando maior neoformação 

óssea (TON) e presença ainda de partículas de hidroxiapatita.  

44 

Figura 23. Fotomicrografias do defeito do grupo CB aos 60 dias de reparo ósseo 

nas magnificações de 12,5x nas duas primeiras imagens, demonstrando 

fechamento do defeito e outro espécime com presença de tecido conjuntivo (sem 

fechamento total). Na última imagem, com aumento de 25x, presença de grânulos 

de hidroxiapatita no final do processo de reparo ósseo. 
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Figura 24. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do 

grupo BG aos 7 dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Na região 

do coto (C) nota-se a presença de um tecido conjuntivo (TC) e a membrana (M) 

íntegra, envolvendo as duas partes. No centro do defeito, nota-se a nitidamente a 

presença da membrana (M) e um tecido conjuntivo (TC) bem celularizado. 
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Figura 25. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do 

grupo BG aos 15 dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Próximo 

aos cotos (CO), nota-se a área de tecido ósseo neoformado (TON) envolto por 

tecido conjuntivo (TC) altamente vascularizado (V). No centro do defeito a 

membrana (M) aparece de maneira íntegra evolvendo todo o defeito. 
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Figura 26. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do 

grupo BG aos 30 dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Na 

região do coto ósseo, nota-se a presença de área de tecido ósseo neoformado 

(TON) envolta por grandes vasos sanguíneos (V). No centro do defeito, área de 

tecido ósseo neoformado (TON) aparece envolta por tecido conjuntivo (TC). 
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Figura 27. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do 

grupo BG aos 60 dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. O coto 

ósseo (C) já se confunde com a área total de tecido ósseo neoformado (TON), 

sendo possível observar grandes vasos sanguíneos (V) e o tecido ósseo ativo pela 

presença de osteócitos viáveis. No centro do defeito, grande área de tecido ósseo 

neoformado (TON) é visualizada, garantindo quase o fechamento total do defeito. 
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Figura 28. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo GC aos 7 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Um grande tecido de 

granulação (TG), e a presença de vasos sanguíneos (V), são observados. 
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Figura 29. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo GC aos 15 

dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Nota-se um tecido 

conjuntivo (TC) levemente vascularizado, vasos sanguíneos (V) distribuídos 

pelo defeito e pequenas áreas de tecido ósseo neoformado (TON). 
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Figura 30. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do 

grupo GC aos 30 dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Tecido 

conjuntivo (TC) mais organizado com pequenas áreas de tecido ósseo 

neoformado (TON) envolvidas por grandes aglomerados celulares (células 

osteoprogenitoras). 
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Figura 31. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do 

grupo GC aos 60 dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Tecido 

conjuntivo organizado (TC), áreas de tecido ósseo neoformado (TON), 

espalhadas pelo defeito e grandes vasos sanguíneos (V), próximos a áreas de 

neoformação óssea. 
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Figura 32. Gráfico demonstrando as comparações das médias e desvio padrão 

intra e inter grupos para a análise de células inflamatórias (linfócitos) no período 

de 7 e 15 dias. As letras minúsculas representam as diferenças estatísticas 

significantes inter grupos para o período de 15 dias, o * demonstra se houve 

diferença estatística significante intra grupo no período de 7 para 15 dias. Nas 

fotomicrografias ao lado realizadas em uma magnificação de 100x, as setas 

amarelas ( ) indicam as células (linfócitos) e os * os vasos sanguíneos. 
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Figura 33. Gráfico demonstrando as comparações das médias e desvio padrão 

intra e inter grupos para a análise da quantidade de vasos sanguíneos no período 

de 7 e 15 dias. As letras minúsculas demonstram diferença estatística significante 

para o período de 15 dias, não houve diferença estatística para o período   de 7 dias. 

O * demonstra se houve diferença estatística significante intra grupo no período 

de 7 para 15 dias. Nas fotomicrografias ao lado realizadas em uma magnificação 

de 100x, as setas amarelas (  ) indicam as células (linfócitos) e os * os vasos 

sanguíneos. 
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Figura 34. Gráfico comparativo das médias e desvio padrão da área de osso 

neoformado de todos os grupos (BG, CP, CB e CG) para os tempos 

experimentais de 7,15,30 e 60 dias. As letras minúsculas demonstram diferença 

estatística significante inter grupos para os tempos de 30 e 60 dias, nos períodos    

de 7 e 15 dias, não houve diferença estatística entre os grupos analisados. 
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Figura 35. Gráficos demonstrando a média e o desvio padrão do (A)BV, 

(B)BV/TV, (C)Tb.th, (D)Tb.Sp, (E)Tb.n, (F)Po.tot no período de 60 dias para os 

grupos BG, CP e CB. As diferenças estatísticas significantes entre os grupos 

estão representadas pelas letras minúsculas diferentes (a, b, c). 
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Figura 36. Reconstrução axial do defeito crítico na calota dos animais após 60 dias 

de reparo ósseo, para os grupos BG, CB, e CP. Nota-se a maior área de 

neoformação óssea para o grupo BG, acompanhado do grupo CB (com presença 

de grânulos de hidroxiapatita) e por último o grupo CP. 
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Figura 37. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os períodos de 

reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x, evidenciando as 

imunomarcações de osteopontina (setas amarelas). 
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Figura 38. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os períodos de 

reparo ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x, evidenciando as 

imunomarcações de osteocalcina (setas amarelas). 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

%   porcento 

µm   microlitro 

µm   micrômetro 

3D   tridimensional 
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1 INTRODUÇÃO* 

A regeneração óssea guiada é uma técnica de aumento do rebordo alveolar amplamente 

descrita que demonstrou produzir resultados excelentes e reprodutíveis com altas taxas de 

sucesso a longo prazo em diversos estudos [1-3]. A partir da criação de um espaço, e por meio 

do uso de membranas que tem a função de barreira, tem-se a preservação do coágulo sanguíneo, 

prevenindo a invasão de tecidos moles – tecido conjuntivo fibroso e promovendo a 

neoformação óssea na região [4-6]. 

 Esse conceito que auxilia um ganho de volume ósseo para a possibilidade de reabilitação 

bucal por meio da instalação de implantes osseointegráveis e posterior confecção de próteses 

tem sido usado por mais de 40 anos, sendo principais indicações do uso de membranas 

biológicas: correção de rebordos edêntulos ou defeitos residuais [7], alvéolos pós exodontias 

[8], deiscências e fenestrações após a instalação de implantes mediatos e imediatos [9]. 

 Existem basicamente dois grandes grupos de membranas: não absorvíveis (PTFE - 

politetrafluoretileno e e-PTFE - politetrafluoretileno expandido) e absorvíveis (polímeros 

naturais - a base de colágeno e os poliésteres sintéticos alifáticos), sendo que algumas 

características devem ser levadas em consideração no momento da escolha da membrana, tais 

como: biocompatibilidade, porosidade celular, capacidade de criar espaço, integração tecidual, 

“degradabilidade”, propriedades mecânicas e características de manuseio [10-12]. A principal 

vantagem das membranas absorvíveis é justamente o fato de não haver necessidade de um 

segundo tempo cirúrgico para a remoção, por isso a maior parte das pesquisas tem focado no 

desenvolvimento desse tipo de material [13-14]. 

 Atualmente, as membranas degradáveis mais utilizadas são as de colágeno ou de 

poliglicolídeo e/ou polilactídeo ou copolímeros dos mesmos [15]. O colágeno é o principal 

componente da matriz extracelular com propriedades biológicas desejáveis e baixa 

antigenicidade [16]. Os colágenos são uma família de diferentes tipos de proteínas estruturais 

encontradas em muitos tecidos humanos, como pele, vasos sanguíneos e ossos. O colágeno 

pode ser sintetizado por muitas células especializadas no corpo humano, dependendo da 

localização; os fibroblastos são responsáveis pela produção de colágeno no tecido conjuntivo 

enquanto os osteoblastos pelo osso [11-17]. Nesse sentido, a mais utilizada e tida como 

referência no mercado é derivada da derme de suínos e não reticulada comercialmente 

 
* Normalização segundo o periódico Membranes (Anexo B) 
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conhecida como Bio-Gide® (Geistlich) porém apresenta custo elevado o que muitas vezes 

inviabiliza o seu uso, além de apresentar um processo de degradação rápido. [18-19], no tocante 

a grandes reconstruções tridimensionais. 

 Assim, a indústria tem se esforçado para testar e oferecer outras opções de membranas 

com potencial de ação semelhante ou melhor que a Bio-Gide® (Geistlich), também derivada 

de colágeno; dentre elas as feitas de colágeno bovino e colágeno de peixe. O colágeno bovino 

embora mais comum ainda não tem muitas referências de pesquisas que validem sua utilização 

na fabricação de membranas, e o colágeno de peixe é uma nova fonte de obtenção de produto 

[14]. Em suma, tem havido interesse em fontes de colágeno não mamífero, principalmente em 

colágeno de peixes, como o de tubarão e salmão, pois é conhecido por ter baixo risco de 

transmissão de doenças infecciosas para humanos do que o colágeno bovino [20-21]. 

Nos últimos anos, o uso de colágeno de peixe como um biomaterial cada vez mais 

valioso tem chamado considerável atenção de pesquisadores biomédicos, devido às suas 

propriedades físico-químicas aprimoradas, estabilidade e resistência mecânica, 

biocompatibilidade e biodegradabilidade. O colágeno de peixe é um polímero natural 

biocompatível que tem uma boa função de promover a formação de novos tecidos. Colágeno 

de vários tipos de peixes tem sido proposto para uso como membrana em regeneração óssea 

guiada [22].  

Baseado nesses princípios, surge uma alternativa na regeneração óssea guiada com a 

possibilidade de utilização da membrana de colágeno extraído do peixe. Um trabalho inicial já 

foi realizadoi quanto aos testes de citoxicidade com o colágeno de peixe o qual possui 

biocompatibilidade e não apresentou nenhum efeito citotóxico para cultura celular de hAMSC 

[23]. Tendo em vista estas características promissoras do colágeno de peixe, faz-se pertinente 

um estudo para avaliar o potencial desse tipo de membrana na regeneração óssea guiada. 
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2 OBJETIVO 

Avaliar o processo de reparo de defeitos ósseos críticos em calotas de ratos, comparando 

a membrana porcina, membrana de colágeno bovino associada à hidroxiapatita e a membrana 

de colágeno de peixe associada à hidroxiapatita, por meio de estudo histomorfométrico, 

imunoistoquímico e micro tomográfico. 
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3 MATERIAL E MÉTODO 

3.1 Ética e desenho do estudo 

 Para a realização dessa pesquisa, foi realizado um estudo in vivo, comparativo, cego e 

randomizado, sendo submetido e aprovado pelo Comitê de Ética no uso Animal (CEUA) da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP, com o processo FOA #0100-2021. O 

protocolo de manuseio dos animas em pesquisas experimentais baseou-se nas normas 

preconizadas pelo “Guide to the care and use of experimental animal” [24] além das diretrizes 

da Arrive Guidelines [25]. (ANEXO A) 

 

3.2 Composição da amostra 

Um total de 96 ratos (Rattus norvegicus, Wistar) foram utilizados nesta pesquisa, 

machos, adultos (3 a 4 meses), com aproximadamente 200g a 300g, os quais foram divididos 

em 4 grupos (n = 6 por grupo), submetidos à eutanásia em quatro momentos do experimento, 

aos 7, 15, 30 e 60 dias após a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados 

com ração balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e água ad 

libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Araçatuba– UNESP. 

 Sendo assim, em cada animal foi realizado um defeito ósseo crítico na calvária (8 mm), 

conforme a divisão a seguir: 

- Grupo colágeno de peixe associada à hidroxiapatita - CP (Grupo Experimental 1) – n=24 

em que o defeito ósseo crítico foi preenchido com coágulo sanguíneo e sobre o defeito foi 

colocada uma membrana de colágeno hidroxiapatita de peixe. 

- Grupo colágeno bovino associada à hidroxiapatita - CB (Col.Hap91® - Grupo Controle 

Positivo 1) – n=24 em que o defeito ósseo crítico foi preenchido com coágulo sanguíneo e 

sobre o defeito colocado uma membrana de colágeno hidroxiapatita bovina. 

- Grupo colágeno porcino - BG (Bio-Gide®, Controle Positivo 2) – n=24 em que o defeito 

ósseo crítico será preenchido com coágulo sanguíneo e sobre o defeito colocado uma membrana 

de colágeno porcino. 
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- Grupo coágulo – GC (Controle Negativo) – n=24 em que o defeito ósseo crítico foi 

preenchido com coágulo sanguíneo sem o recobrimento do defeito. 

 É importante ressaltar que acrescentamos o grupo de colágeno bovino associada a 

hidroxiapatita para que pudéssemos comparar o desempenho do grupo experimental 1 visto que 

ambos são membranas associadas com hidroxiapatita, que permite a membrana ser mais 

resistente em termos mecânicos além de aumentar o tempo de degradação dela. 

 

3.3 Fase cirúrgica 

 Os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de doze horas e submetidos à 

sedação por meio da administração via intramuscular, com cloridrato de ketamina (Francotar – 

Vibrac do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil) associado à xilazina (Rompum – Bayer AS – Saúde 

Animal, São Paulo, Brasil), na dosagem de 50 a 70 mg/Kg e 5 a 10mg/Kg, respectivamente. 

Um rigoroso protocolo asséptico foi adotado, incluindo a esterilização do instrumental 

utilizado, delimitação da área a ser operada com campos estéreis, uso de aventais e luvas 

cirúrgicas estéreis. Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados na sala cirúrgica do 

Biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP. Em seguida foi realizada a 

tricotomia na região da calvária, antissepsia com polivinil pirrolidona iodo degermante (PVPI 

10%, Riodeine Degermante, Rioquímica, São José do Rio Preto), associado ao PVPI tópico 

(PVPI 10%, Riodeine, Rioquímica, São José do Rio Preto) e aposição de campos estéreis. 

 Uma incisão em forma de V foi realizada no sentido occipito-frontal de 

aproximadamente 2 (dois) cm, com lâmina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japão) 

montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) (Figura 1A) e o descolamento total do 

retalho com descolador tipo Molt (Hu-Friedy, Alemanha) (Figura 1B). Em seguida com auxílio 

de broca trefina de 7mm de diâmetro interno (3i Implant innovations, Inc., Palm Beach Gardens, 

EUA) acoplada em baixa-rotação sob irrigação abundante com solução de cloreto de sódio 0,9% 

(Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito cirúrgico crítico de 8 mm de 

diâmetro(26), na porção central da calvária envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a 

integridade da dura-máter (Figuras 1C e D).  



 

 

27 

 

Figura 1. Procedimento cirúrgico experimental, realizado após a antissepsia da região. A:    tricotomia realizada 

e incisão em V no sentido occipto-frontal; B: calvária exposta após descolamento total do retalho; C: 

posicionamento da trefina para confecção do defeito de 8mm e D: defeito crítico de 8 mm realizado preservando     a 

dura-máter. 

De acordo com os tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos somente com 

coágulo sanguíneo e os demais grupos preenchidos com coágulo sanguíneo e sobre o defeito 

colocado uma membrana de colágeno porcino (Grupo Bio-Gide® – n=24), ou com uma 

membrana de colágeno bovino associada à hidroxiapatita (Grupo Col.Hap91® - n=24) ou com 

a membrana de colágeno de peixe associada à hidroxiapatita (CHP – n=24) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. A: Membrana de colágeno porcino BioGide® adaptada sobre o defeito ósseo; B: membrana de 

colágeno bovino associada à hidroxiapatita Col.Hap91® adaptada sobre o defeito ósseo; e C: membrana de 

colágeno de peixe associado à hidroxiapatita adaptada sobre o defeito ósseo. 

 

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados e 

suturados em planos empregando-se fio reabsorvível (ácido polilático – Vycril 4.0, Ethicon, 

Johnson Prod., São José dos Campos, Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 
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5.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., São José dos Campos, Brasil) com pontos 

interrompidos no plano mais externo. 

 No pós-operatório imediato cada animal recebeu uma dose única intramuscular de 

0,1mg/ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiótico Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge 

Saúde Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante 

todo o experimento com ração e água ad libitum. 

 

3.4 Processamento histotécnico e micro-tc 

 As calotas cranianas dos ratos, obtidas nos tempos preconizados de 07, 15, 30 e 60 dias, 

foram removidas e fixadas em solução de formaldeído 10% durante 48 horas, lavadas em água 

corrente por 24 horas, descalcificadas em EDTA 20% por 05 semanas, desidratadas em 

sequência de álcoois e diafanizadas. Posteriormente, as calvárias foram cortadas ao meio no 

sentido longitudinal, separando o defeito ósseo (Figura 3). As peças obtidas foram incluídas em 

parafina, e cortadas em cortes semiseriados de 6µm de espessura (Figura 4). De cada peça, 10 

lâminas foram obtidas, as quais foram destinadas à coloração de hematoxilina & eosina (HE) 

para a confecção das análises histológicas e histomorfométricas. Apenas no período de 

eutanásia de 60 dias, as peças foram mantidas em álcool 70%, após serem fixadas em 

formaldeído 10% durante 48 horas e lavadas em água corrente por 24 horas. Foram analisadas 

no sistema de micro-tc Skyscan 1174 (Bruker, Kontich, Belgium) e, posteriormente, tratadas 

da mesma maneira que as outras peças, obtendo-se as lâminas com a coloração HE. 

                                                                                                  

Figura 3. Corte longitudinal obedecendo a margem de segurança ao redor de todo o defeito, separando- o ao meio 

para inclusão em parafina. 
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Figura 4. Cortes representativos de 6 µm de espessura de cada bloco de parafina já montados em lâminas. 

 

3.5 Análises histológica e histomorfométrica 

 Após a obtenção das lâminas, estas foram avaliadas histologicamente quanto a 

capacidade de neoformação óssea, presença de infiltrado inflamatório, formação de tecido 

conjuntivo, absorção e/ou manutenção dos materiais estudados. As amostras foram codificadas 

de maneira que somente a orientadora sabia a quais grupos pertenciam. Um único examinador 

realizou as análises. 

 A partir dos cortes semiseriados em cada período de eutanásia serem coradas com HE 

(Merck & Co., Inc.), as mensurações foram realizadas utilizando um microscópio óptico 

(LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma câmera de captação de imagem 

(LeicaR DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um 

microcomputador Pentium III com um software analisador de imagens digitalizadas ImageLab 

2000 (Software de Processamento e Análise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens 

digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas e foram 

projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 15 polegadas). 

 O perfil inflamatório das membranas foi realizado a partir da quantificação de células 

inflamatórias (com ênfase em linfócitos) e vasos sanguíneos. Para isso, foram realizadas 

fotomicrografias em um aumento de 100x, das quais 3 imagens eram realizadas por secção 

histológica: a primeira, ao centro do defeito; a segunda, à direita; e a terceira, à esquerda; sendo 

que 2 secções histológicas por animal foram escolhidas das amostras obtidas nos tempos 

experimentais de 7 e 15 dias para os grupos CHP, Col.Hap.91
®

 e Bio-Gide
®

, totalizando 72 

imagens. Após a obtenção das imagens, no software Image J, uma grade contendo 130 pontos 

foi inserida em cada imagem, e cada célula com característica linfocitária (mononucleares) que 

tocasse o ponto era contada; para os vasos sanguíneos, o conjunto de pontos inseridos dentro 

do mesmo vaso era quantificado (Figuras 5 e 6). 
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Figura 5. À esquerda, software ImageJ utilizado para traçado de grade. À direita, grade histométrica de   130 

pontos aplicada sobre a fotomicrografia histológica em um aumento da objetiva de 100x. 

  

Figura 6. À esquerda, software ImageJ utilizado para contagem celular. À direita, cada célula (bolas amarelas) 

que toca a intersecção das linhas com as colunas contam uma célula, e cada conjunto de vasos sanguíneos (bolas 

vermelhas) representam a neovascularização. 

A quantidade de osso neoformado foi quantificada a partir da reconstrução panorâmica 

das secções histológicas em um aumento de 6.3x. Com o software ImageJ, a ferramenta régua 

foi utilizada para a calibragem de acordo com a magnificação escolhida para a histometria. A 

distância conhecida, calibrada em 1 e a unidade de medida em micrômetros (μm) (Figura 7). 

Após a calibragem da régua, a ferramenta polígono é utilizada e habilitada para contagem da 

área após a imagem estar aberta no software (Figura 8). Com a imagem aberta, a ferramenta do 

polígono é executada, delimitando a área a ser contata, os resultados são salvos e somados ao 

final do processo, representando a quantidade de neoformação óssea (Figura 9). 

Fotomicrografias foram realizadas próximas ao coto ósseo e no centro do defeito em um 
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aumento de 40x. Para isso, no software ImageJ, utilizando a ferramenta Polígono, a área de 

osso neoformado foi dimensionada para todos os grupos em todos os períodos experimentais.  

 

Figura 7. Software ImageJ utilizado para calibragem da ferramenta régua na magnificação de escolha para ser 

realizada a histometria. Na imagem a calibragem foi realizada em uma régua na magnificação de 6,3x, a unidade 

de medida foi escolhida em µ!. 
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Figura 8. Software ImageJ utilizado para calibragem da medida a ser realizada. Foi escolhido a opção de 

mediar a Área total demarcada pela ferramenta polígono. 

 

Figura 9. Representação do uso da ferramenta polígono no software ImageJ para a medida da estrutura  de 

interesse. Na imagem observamos a delimitação de uma área na qual foi observada a presença de tecido ósseo 

neoformado (µ!). 

 

3.6 Análise por micro-tc 

 Após a fixação das calvárias em formaldeído 10% durante 48 horas, lavadas em água 

corrente por 24 horas, os espécimes obtidos no período de eutanásia de 60 dias, foram mantidos 

em álcool 70%, e submetidos à avaliação em micro-tomógrafo computadorizado Skyscan 1174 

(Bruker, Kontich, Belgium). Os parâmetros utilizados foram: tamanho do pixel 11,87 μm, 50 

kVp, filtro de 0,5mm de alumínio, rotação 0.6
o
 e rotação do arco de 180

o
.  
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Figura 10. Representação do uso do Software NRecon (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium), utilizado para a 

reconstrução 3D das aquisições realizadas no Micro-tomógrafo. Na imagem as linhas vermelhas  delimitam a 

área a ser reconstruída e a linha verde indica o centro da região de interesse. 

 

Após a digitalização, as imagens obtidas foram importadas para o NRecon 

Reconstruction Software (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para a reconstrução 

tridimensional (3D) das calvárias na escala de cinza, na qual as linhas vermelhas delimitam a 

área a ser reconstruída e a linha verde o centro da região de interesse (Figura 10). Após a 

obtenção das imagens em 3D, o Software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) foi 

utilizado para a determinação do volume de interesse (VOI), que foi padronizado para todas as 

imagens, sendo que todos foram salvos em uma visão coronal (Figura 11). 
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Figura 11. Ilustração do uso do software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium), para a determinação 

do VOI. Após delimitado em uma imagem, o VOI é reproduzido igualmente para todas as outras imagens. 

 

Os cortes obtidos foram importados para o Software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker, 

Kontich, Belgium). Nas imagens obtidas, foram avaliados parâmetros morfométricos como 

volume ósseo (BV), porcentagem de volume ósseo (BV/TV), e espessura do trabeculado ósseo 

(Tb.th), número de trabéculas ósseas (Tb.N), separação do trabeculado (Tb.Sp) e porcentagem 

da porosidade óssea total (Po.tot) (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium). Para a determinação 

da região de interesse (ROI) foi utilizada a ferramenta Round devido a morfologia arredondada 

dos defeitos, sendo essa também padronizada para todas as reconstruções (9,74x9,74) (Figura 

12). Logo após, foi utilizado um limite da escala de cinza de 105 a 242 em um intervalo de 100 

camadas (Figura 13). As imagens foram então convertidas para a escala de cinza para o cálculo 

dos parâmetros tridimensionais em milímetros (mm), realizado pelo próprio software (Figura 

14).  
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Figura 12. Representação do ROI utilizando o software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium). 

Após a delimitação das camadas a serem analisados, a forma arredondada do ROI é escolhida e adaptada para o 

tamanho da amostra. 

 

Figura 13. Representação da escala de cinza utilizada (242-105) no software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker, 

Kontich, Belgium) para indicar a diferença entre osso cortical e trabecular. 
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Figura 14. Conversão das camadas escolhidas para a escala de cinza no software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker, 

Kontich, Belgium) para o cálculo dos parâmetros tridimensionais em mm. 

 

3.7 Análise imunoistoquímica 

A imunoistoquímica foi realizada a partir das lâminas obtidas dos cortes semiseriados 

em cada período de eutanásia, por meio da detecção pela imunoperoxidase. A atividade da 

peroxidase endógena foi inibida com peróxido de hidrogênio. Posteriormente, metade das 

lâminas obtidas passaram pela etapa de recuperação antigênica com tampão fosfato citrato (pH 

6.0) e o bloqueio da biotina endógena através de leite desnatado. Os anticorpos primários foram 

contra osteocalcina (OC) (Santa Cruz Biotechnology) e osteopontina (OP) (Santa Cruz 

Biotechnology).  

 Foi utilizado o anticorpo secundário biotinilado anti-cabra produzido em burros 

(Jackson Immunoresearch Laboratories), o amplificador foi a Avidina e Biotina (Vector 

laboratories) e a diaminobenzidina (Dako) como cromógeno. Após a revelação das reações com 

o cromógeno, foi feita a contra-coloração dos cortes histológicos utilizando a hematoxilina de 

Harris. Para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressão destas proteínas semi-

quantitativamente pela atribuição de diferentes “scores” de acordo com o número de células 

imunomarcadas no processo de reparo ósseo. A análise foi realizada em microscópio óptico 

(LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) e a intensidade das imunomarcações foi determinada 

semiquantitativamente, com escores de 1 a 4, sendo 1 para ausência de imunomarcação e 4 para 

marcação intensa. 
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3.8 Análise estatística 

 Os dados obtidos durantes as análises histomorfométricas e Micro-TC foram 

submetidos a um teste de normalidade para avaliação da distribuição das amostras (Shapiro- 

Wilk, p>0,05). Após a confirmação da distribuição normal das amostras, para as análises 

histomorfométricas, o teste estatístico ANOVA 2-fatores e o pós-teste de Tukey foram 

utilizados para a comparação das médias obtidas. Para as análises de Micro-TC, o teste 

estatístico ANOVA 1-fator e o pós teste Holm-Sidak foram utilizados para a comparação das 

médias obtidas. O nível de significância foi de p<0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.1 Análise histológica (morfologia) 

 A partir de reconstruções panorâmicas (Figura 15) das fotomicrografias realizadas em 

um aumento de 6,3x foi realizada a descrição histológica com a confirmação das estruturas 

encontradas nos maiores aumentos. 
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Figura 15. Reconstruções panorâmicas das fotomicrografias dos grupos BG, CP, CB e GC em todos os períodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias em um aumento de 

6,3x. O defeito crítico de 8 mm de diâmetro externo, está delimitado pelo [ ] e indicado pelo símbolo +, os * amarelos indicam o local dos cotos ósseos.
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Grupo colágeno de peixe + hidroxiapatita (CP) 

 7 dias: a membrana encontra-se íntegra, recobrindo todo o defeito. Presença de coágulo 

sem organização na região abaixo em direção ao centro, juntamente com áreas de tecido de 

granulação ricamente vascularizado e celularizado com deposição de fibras dando início a 

granulação. Inicia-se invasão celular na membrana e no meio, aparecem pequenas ilhas 

iniciando o processo de neoformação óssea, o que demonstra permeabilidade da membrana. 

Em algumas lâminas, na área central, aparecem tecidos com diferenciação sugerindo pontes de 

tecido osteóide (Figura 16). 

 

Figura 16. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 7 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 12,5x e 25x. Na região cnetral nota-se a presença de um tecido conjuntivo (TC) com bastante 

diferenciação celular e a membrana (M) íntegra. 

 

15 dias: observa-se organização das fibras (feixes) do tecido de granulação apresentando-se 

mais paralelos, na mesma direção. A membrana ainda se encontra envolvida por periósteo, 

isolada do meio com bastante tecido celularizado. Encontramos pontes ósseas a partir do 

próprio osso já existente. No centro do defeito com a membrana, temos muitas células, vasos 

sanguíneos, demonstrando maturação lenta e fibras ainda dispostas de forma irregular. 

Evidenciamos uma neoformação óssea do coto em direção ao centro do defeito com periósteo 

espesso, bastante celularizado e em algumas áreas com reação menos intensa com menos 

células inflamatórias. Fibras iniciando um paralelismo, indicando um início de maturação com 

presença de células gigantes (macrófagos) (Figura 17). 
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Figura 17. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 15 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 12,5x e a última em 25x. Observamos tecido ósseo neoformado (TON) do coto em direção a 

região central, com mudança de direção das fibras e na imagem de maior aumento, notamos grandes vasos 

sanguíneos com células gigantes (V). 

 

30 dias: evidencia-se formação de tecido ósseo na região central do defeito com resíduo de 

membrana, em processo de degradação, perdendo função como barreira na regeneração óssea. 

Presença ainda de muito tecido celularizado (mais maduro) na periferia, porém com tecido 

ósseo neoformado. Nota-se fragmentos da membrana dispersos no meio do defeito, em processo 

de degradação, com neoformação de vasos sanguíneos na região central. Em algumas áreas, 

com organização de tecido de granulação, iniciando possivelmente formação óssea com 

disposição de fibras na mesma direção (ilhas de neoformação óssea). Formação de tecido ósseo 

do coto em direção ao centro com alguns pontos com maior maturação (Figura 18). 

 

Figura 18. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 30 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 6,3x nas duas primeiras e 12,5x nas duas últimas. Observamos tecido ósseo neoformado (TON) 

associado a áreas de tecido osteóide e fragmentos de membrana (M) em processo de degradação. 
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60 dias: alguns poucos animais tiveram o fechamento total do defeito e a maior parte não, mas 

se aproximaram muito da neoformação óssea total. Nota-se ainda a presença de fragmentos de 

membrana e áreas de tecido conjuntivo maduro com disposição paralela das fibras e com poucas 

células (Figura 19). 

 

Figura 19. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CP aos 60 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 6,3x. Observamos tecido ósseo neoformado (TON) associado a áreas de tecido osteóide e ainda 

resquícios de fragmentos de membrana (M) com algumas áreas entremeadas de tecido conjuntivo maduro. 

 

Grupo colágeno bovino + hidroxiapatita (CB) 

7 dias: observou-se a presença de alguns grânulos de hidroxiapatita (Figura 20) por 

vezes no meio da membrana e outras vezes no meio do tecido de granulação. Um tecido 

infiltrado inflamatório mais intenso em algumas lâminas e um tecido conjuntivo frouxo 

ricamente vascularizado com muitas células gigantes (Figura 20). Notou-se discreta orientação 

das fibras colágenas numa possível tentativa de organização destas. Inicio de neoformação 

óssea junto aos cotos. 
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Figura 20. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CB aos 07 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 40x. Observamos grânulos de hidroxiapatita no centro do defeito (H) e presença de células 

gigantes (seta) na imagem ao lado. 

 

15 dias: ainda é possível observar a integridade da membrana. O tecido conjuntivo 

denso organizado evidencia um maior direcionamento das fibras colágenas. Nota-se uma 

diminuição da reação inflamatória com presença de células gigantes, fagocitando os grânulos 

de hidroxiapatita e a presença de ilhas de neoformação óssea na região central e também a 

partir dos cotos do defeito. É possível observar em algumas lâminas a presença de grânulos de 

hidroxiapatita que compõe o biomaterial no interior do conjuntivo. Infiltração dos grânulos 

demonstrando sua porosidade (Figura 21). 

 

Figura 21. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo CB aos 15 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 12,5x na primeira imagem evidenciando a integridade da membrana (M). Na segunda imagem 

com magnificação de 40x, notamos ilhas ósseas. 
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30 dias: é possível constatar o processo de degradação da membrana em alguns 

espécimes, em outros, porém, nota-se a presença da membrana quase íntegra. Há presença 

de tecido conjuntivo fibroso organizado, intercalado com maior neoformação óssea e 

pequenas partículas de grânulos de hidroxiapatita envolvidos por neoformação óssea. O 

centro do defeito ainda não fechado (Figura 22). 

 

 

 

 

Figura 22. Fotomicrografias do defeito do grupo CB aos 30 dias de reparo ósseo nas magnificações de 6,5x nas 

duas imagens, mostrando maior neoformação óssea (TON) e presença ainda de partículas de hidroxiapatita.  

 

60 dias: alguns espécimes tiveram o defeito preenchido por neoformação óssea, 

outros quase fechados, notando-se a presença de periósteo. É possível observar ainda a 

presença de fragmentos da membrana e dos grânulos de hidroxiapatita (Figura 23). 

 

Figura 23. Fotomicrografias do defeito do grupo CB aos 60 dias de reparo ósseo nas magnificações de 12,5x nas 

duas primeiras imagens, demonstrando fechamento do defeito e outro espécime com presença de tecido conjuntivo 

(sem fechamento total). Na última imagem, com aumento de 25x, presença de grânulos de hidroxiapatita no final 

do processo de reparo ósseo. 

 

Grupo colágeno porcino (BG) 

7 dias: pode-se observar na reconstrução panorâmica em um aumento de 6.3x, a 

presença da membrana de colágeno porcino em toda a extensão do defeito ósseo e um tecido 
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de granulação bem organizado. No aumento de 12,5x, e 40x no centro do defeito, verifica-se 

que esse tecido de granulação é altamente vascularizado, sem infiltrado inflamatório e 

nitidamente a presença da membrana englobando todo o defeito. Próximo aos cotos, nos 

mesmos aumentos, é possível observar a presença da membrana envolvendo o coto e o tecido 

conjuntivo justaposto ao coto (Figura 24). 

 

 

Figura 24. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do grupo BG aos 7 dias de reparo 

ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Na região do coto (C) nota-se a presença de um tecido conjuntivo (TC) 

e a membrana (M) íntegra, envolvendo as duas partes. No centro do defeito, nota-se a nitidamente a presença da 

membrana (M) e um tecido conjuntivo (TC) bem celularizado. 

 

15 dias: Na imagem panorâmica na magnitude de 6,3x, observa-se a presença da 

membrana integra que recobre toda área do defeito ósseo. Nas análises com maior magnitude 

12,5x e 40x, pode-se observar um tecido conjuntivo frouxo com pouco infiltrado inflamatório, 

ainda bem vascularizado e áreas de tecido ósseo neoformado a partir do coto, com presença de 

tecido conjuntivo no centro do defeito (Figura 25). 
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Figura 25. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do grupo BG aos 15 dias de reparo 

ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Próximo aos cotos (CO), nota-se a área de tecido ósseo  neoformado 

(TON) envolto por tecido conjuntivo (TC) altamente vascularizado (V). No centro do defeito a membrana (M) 

aparece de maneira íntegra evolvendo todo o defeito. 

 

30 dias: a reconstrução panorâmica (6,3x), demonstra que há praticamente 

neoformação óssea em todo o defeito ósseo de grande parte dos espécimes, alguns ainda com 

a presença de pequenas áreas de tecido conjuntivo denso. Nas imagens de maior aumento 

(12,5x e 40x) verifica-se que o centro do defeito apresenta sítios com tecido ósseo maduro e 

quase o fechamento total do defeito e outros espécimes nota-se a presença de tecido conjuntivo 

fibroso organizado. A neoformação óssea a partir dos cotos foi observada em todos os 

espécimes, confirmando que o reparo acontece no sentido central. Observou-se abundante 

quantidade de tecido ósseo neoformado entremeado por fragmentos da membrana (Figura 26). 

 

 

Figura 26. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do grupo BG aos 30 dias de reparo 

ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Na região do coto ósseo, nota-se a presença de área de tecido ósseo 

neoformado (TON) envolta por grandes vasos sanguíneos (V). No centro do defeito, área de tecido ósseo 

neoformado (TON) aparece envolta por tecido conjuntivo (TC). 
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60 dias: A imagem panorâmica (6,3x) mostra um defeito ósseo completamente 

regenerado por tecido ósseo e em imagens mais detalhadas observa-se que a neoformação óssea 

nos cotos e no centro do defeito foram semelhantes aos espécimes do grupo de 30 dias, mas 

com tecido ósseo neoformado preenchendo praticamente toda a cavidade. Com maior aumento 

(12,5x e 40x) no centro do defeito e nos cotos, observa-se a presença de tecido ósseo 

neoformado e tecido conjuntivo. Em algumas imagens foi observado presença de membrana 

remanescente (Figura 27). 

 

Figura 27. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do grupo BG aos 60 dias de  reparo 

ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. O coto ósseo (C) já se confunde com a área total de tecido ósseo 

neoformado (TON), sendo possível observar grandes vasos sanguíneos (V) e o tecido ósseo  ativo pela presença de 

osteócitos viáveis. No centro do defeito, grande área de tecido ósseo neoformado  (TON) é visualizada, garantindo 

quase o fechamento total do defeito. 

 

Grupo coágulo (GC) 

7 dias: na vista panorâmica, observa-se o defeito ósseo preenchido por um tecido de 

granulação e quando se avaliou os detalhes em maior aumento pode observar 

hipervascularização no tecido ósseo neoformado (TON), e presença de atividade fibroblastica. 

Foi possível observar também na borda do defeito ósseo, em direção ao centro da ferida, 

neoformação óssea, com tecido ósseo primário e aleatoriamente distribuído, ricamente 

celularizado por osteócitos e recoberto em suas superfícies por osteoblastos. A neoformação 

óssea foi notada nos cotos da ferida cirúrgica, sendo ausente na região central, com abundante 

tecido de granulação jovem, contendo macrófagos, neoformação vascular, fibroblastos e pouca 

matriz extracelular preenchendo a região central da ferida (Figura 28). 
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Figura 28. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo GC aos 7 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 12,5x e 40x. Um grande tecido de granulação (TG), e a presença de vasos sanguíneos  (V), são 

observados. 

 

15 dias: na imagem panorâmica verifica um tecido conjuntivo frouxo preenchendo o 

defeito ósseo e em maior aumento observou-se a partir da borda do defeito ósseo indo em 

direção ao centro da ferida, uma neoformação óssea, com tecido ósseo primário e 

aleatoriamente distribuído, abundante em osteócitos e recoberto em suas superfícies por 

osteoblastos. Foi observado neoformação óssea unicamente nos cotos do defeito cirúrgico, no 

centro do defeito crítico ausência de neoformação óssea, com presença de abundante tecido de 

granulação jovem, contendo macrófagos, neoformação vascular, fibroblastos e escassa matriz 

extracelular preenchendo a região central da ferida (Figura 29). 
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Figura 29. Fotomicrografias da região do centro do defeito do grupo GC aos 15 dias de reparo ósseo nas 

magnificações de 12,5x e 40x. Nota-se um tecido conjuntivo (TC) levemente vascularizado, vasos sanguíneos 

(V) distribuídos pelo defeito e pequenas áreas de tecido ósseo neoformado (TON). 

30 dias: a imagem panorâmica permite verificar que o defeito está ligeiramente menor 

com tecido ósseo neoformado nas bordas da ferida e o centro preenchido por tecido conjuntivo. 

Em aumentos maiores nota-se a presença de maior área óssea neoformada próximo aos cotos 

do defeito, e o restante da área preenchida por tecido conjuntivo frouxo não modelado. Foi 

observado área de osteotomia com os cotos ósseos esquerdos e direito com discreta 

neoformação óssea em suas margens, com o centro do defeito crítico preenchido por tecido 

conjuntivo fibroso (Figura 30). 

 

 

 

 

Figura 30. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do grupo GC aos 30 dias de reparo 

ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Tecido conjuntivo (TC) mais organizado com pequenas áreas de tecido 

ósseo neoformado (TON) envolvidas por grandes aglomerados celulares (células osteoprogenitoras). 
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60 dias: a imagem panorâmica dos espécimes permite verificar que o defeito se encontra 

ligeiramente menor com áreas de neoformação óssea próximo aos cotos e no centro a presença 

de tecido conjuntivo denso. Essas observações foram também encontradas nas análises com 

maior aumento sendo que nas proximidades dos cotos, apresentassem sem sinais de 

neoformação óssea, com preenchimento de tecido conjuntivo imaturo, com presença de 

infiltrado inflamatório e neutrófilos polimorfonucleares (Figura 31). 

 

 

Figura 31. Fotomicrografias da região do coto ósseo e do centro do defeito do grupo GC aos 60 dias de reparo 

ósseo nas magnificações de 12,5x e 40x. Tecido conjuntivo organizado (TC), áreas de tecido ósseo neoformado 

(TON), espalhadas pelo defeito e grandes vasos sanguíneos (V), próximos a áreas de  neoformação óssea. 

 

4.2 Análise histométrica 

Os resultados obtidos foram interpretados de maneira a traçar o perfil inflamatório e 

avaliar a capacidade osteopromotora de cada membrana testada em comparação com o controle 

positivo (BG). 

 

4.2.1 Perfil inflamatório (células e vasos sanguíneos) 

 Avaliando comparativamente a relação dos grupos em relação aos tempos de 7 e 15 dias 

(intra grupos), houve diferença estatisticamente significante somente no grupo colágeno de 
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peixe (CP) com p = 0,006 e não houve diferença nos grupos colágeno porcino (BG) (p = 0,054) 

e colágeno bovino (CB) (p = 0,789). No tempo de 07 dias, avaliando a relação entre os grupos, 

quanto ao conteúdo celular, o grupo CB apresentou maior quantidade de células inflamatórias, 

seguido pelo grupo CP, porém sem diferença estatística (p = 0,658) e o grupo CB atingiu a 

maior quantidade de linfócitos, porém sem diferença para o grupo CB (p < 0,053). No momento 

da mesma avaliação, já no período de 15 dias, notamos o mesmo padrão de resposta 

inflamatória, com o grupo CB atingindo maior número de células, com diferença estatística para 

o grupo GB (p < 0,001) e para o grupo CP (p = 0,002). Não houve diferença entre os grupos CP 

e o BG em relação ao conteúdo celular no período de 15 dias (Figura 32). 

 

Figura 32. Gráfico demonstrando as comparações das médias e desvio padrão intra e inter grupos para a análise 

de células inflamatórias (linfócitos) no período de 7 e 15 dias. As letras minúsculas representam as diferenças 

estatísticas significantes inter grupos para o período de 15 dias, o * demonstra se houve diferença estatística 

significante intra grupo no período de 7 para 15 dias. Nas fotomicrografias ao lado realizadas em uma magnificação 

de 100x, as setas amarelas ( ) indicam as células (linfócitos) e os * os vasos sanguíneos. 

 

Na avaliação da quantidade de vasos sanguíneos, em uma análise comparativa intra 

grupos, apenas o grupo colágeno de peixe (CP) apresentou uma maior neovascularização dos 7 

aos 15 dias (p = 0,01) durante o processo de reparo ósseo que foi estatisticamente significante. 

Em relação aos grupos, não houve diferença, grupo BG (p = 0,096) e grupo CB (0,945). 

Comparando os resultados entre os grupos, no período de 7 dias, não houve diferença 
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significante na capacidade osteogênica. Já no período de 15 dias, houve diferença estatística 

significante na quantidade de novos vasos sanguíneos para o grupo BG (p < 0,05) em relação 

ao grupo CB. Não houve diferença entre os grupos CB e CP (p = 0,073), muito embora o grupo 

colágeno de peixe tenha tido um desempenho melhor em relação a capacidade de formar vasos 

sanguíneos (Figura 33). 

 

 

Figura 33. Gráfico demonstrando as comparações das médias e desvio padrão intra e inter grupos para a análise 

da quantidade de vasos sanguíneos no período de 7 e 15 dias. As letras minúsculas demonstram  diferença estatística 

significante para o período de 15 dias, não houve diferença estatística para o período   de 7 dias. O * demonstra se 

houve diferença estatística significante intra grupo no período de 7 para 15 dias. Nas fotomicrografias ao lado 

realizadas em uma magnificação de 100x, as setas amarelas (  ) indicam as células (linfócitos) e os * os vasos 

sanguíneos. 

 

4.2.2 Área de osso neoformado (AON)  

Em uma análise comparativa do fator membranas, apenas a comparação entre o grupo 

CB x CP (p=0,969) não apresentou diferença estatística, sugerindo um comportamento 

semelhante entre os grupos. O fator tempo por sua vez, só não teve influência no resultado, 

demonstrando não haver diferença estatística apenas na comparação entre 7 e 15 dias 

(p=0,504) (Figura 34). 
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Aos 7 dias de reparo ósseo, todos os grupos se comportaram de maneira similar em 

relação a neoformação óssea, não apresentando diferença estatística entre nenhum deles. Aos 

15 dias, apesar de uma maior quantidade de osso neoformado observada nas amostras dos 

grupos BG e CB, novamente nenhuma diferença estatística foi apresentada entre os grupos 

(Figura 34). 

 Aos 30 dias, em um período mais tardio do processo de reparo ósseo, o grupo coágulo 

permaneceu apresentando o desempenho esperado, e o grupo CP teve o aumento mais 

expressivo na quantidade de osso neoformado, não apresentando diferença significante para o 

grupo BG (p = 0,180) e nem para o grupo CB (p = 1,000). No último tempo experimental 

analisado, aos 60 dias, o grupo BG teve o melhor desempenho no processo de neoformação 

óssea, seguido pela membrana de colágeno de peixe, e sem diferença estatística significante (p 

= 0,199) entre esses grupos. O grupo CB teve um desempenho inferior em relação às outras 

membranas, com diferença significante para o grupo BG (0,013) mas não significante para o 

grupo CP (p = 0,774) (Figura 34). 

 

 

Figura 34. Gráfico comparativo das médias e desvio padrão da área de osso neoformado de todos os grupos (BG, 

CP, CB e CG) para os tempos experimentais de 7,15,30 e 60 dias. As letras minúsculas demonstram diferença 

estatística significante inter grupos para os tempos de 30 e 60 dias, nos períodos    de 7 e 15 dias, não houve 

diferença estatística entre os grupos analisados. 
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4.3 Análise de micro-tc 

 O grupo BG apresentou a maior média de BV (14,247mm3), seguindo pelo grupo CB 

(11,850mm3) e por último, o grupo foco do nosso trabalho, CP (9,560mm3) (Figura 35A, com 

as seguintes médias de 34,7%, 33% e 22,8% respectivamente para BV/TV. Na análise 

comparativa entre os grupos, o grupo BG apresentou diferença estatística significante para os 

dois parâmetros (BV e BV/TV) em relação ao grupo CP (p = 0,028 / p < 0,05), mas não ao grupo 

CB (p = 0,625 / p > 0,05). Também houve diferença do grupo CB em relação ao grupo CP (p = 

0,035 / p < 0,05) (Figuras 35B e 36). 

 Em relação ao trabeculado ósseo, para o Tb.th médio, os grupos BG (0,250 mm) e CP 

(0,310 mm) apresentaram resultados muito próximos, e o grupo CB, um valor médio mais 

destoante dos demais (0,375 mm), tanto que houve uma diferença estatisticamente significante 

entre os grupos BG e CB (p = 0,011) (Figura 35C). Em se tratando da relação de Tb.Sp e Tb.N, 

o grupo GB atingiu novamente um melhor resultado, com menor espaçamento no trabeculado 

ósseo (0,427 mm) e o maior número de trabéculos (1,483 per mm), não apresentando diferença 

estatística em Tb.Sp entre os grupos avaliados (figura 35D). Para o parâmetro TB.N, o grupo 

GB apresentou resposta superior e com diferença estatística em relação ao grupo CB e CP (p < 

0,05) (Figura 35E). 

 A avaliação do Po.tot demonstrou a menor porosidade para o grupo BG (65,130%), 

seguido do grupo CB (66,82%) e por último o grupo CP (77,157%) com diferença estatística 

relevante do grupo CP para o grupo BG (p = 0,029) e para o grupo CB (p = 0,037) e sem 

diferença entre os grupos BG e CB (p > 0,05) (Figura 35F). 
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Figura 35. Gráficos demonstrando a média e o desvio padrão do (A)BV, (B)BV/TV, (C)Tb.th, (D)Tb.Sp, (E)Tb.n, 

(F)Po.tot no período de 60 dias para os grupos BG, CP e CB. As diferenças estatísticas significantes entre os 

grupos estão representadas pelas letras minúsculas diferentes (a, b, c). 

 

Figura 36. Reconstrução axial do defeito crítico na calota dos animais após 60 dias de reparo ósseo, para os grupos 

BG, CB, e CP. Nota-se a maior área de neoformação óssea para o grupo BG, acompanhado do  grupo CB (com 

presença de grânulos de hidroxiapatita) e por último o grupo CP. 

 

4.4 Análise Imunoistoquímica 

As avaliações imunoistoquímicas foram realizadas através de análise qualitativa 

subjetiva com atribuição de escores, em que foi caracterizada a imunomarcação para 

osteocalcina e osteopontina que sinalizam o processo de formação e reabsorção óssea. 
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Para a proteína osteopontina (OP), marcador importante que caracteriza a etapa precoce 

de mineralização do tecido ósseo, observamos aos 07 e 15 dias pós-operatórios no grupo BG, 

moderada marcação extracelular; para o grupo CP marcação intensa e moderada; e para o grupo 

CB, marcação intensa e moderada, respectivamente, indicando possível aumento da atividade 

osteoblástica. Com 30 dias pós-operatórios, notamos imunomarcação leve para o grupo BG; 

para os grupos CP e CB marcação moderada. Já no período de 60 dias pós-operatórios, para o 

grupo BG, marcação moderada; para o grupo CP moderada; e para o grupo CB, marcação leve 

(Figura 37). 

 

Figura 37. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os períodos de reparo ósseo nas magnificações de 

12,5x e 40x, evidenciando as imunomarcações de osteopontina (setas amarelas). 

 

Em se tratando da osteocalcina (OC), proteína que caracteriza o fenótipo osteoblástico, 

que sinaliza a fase tardia da mineralização, notamos aos 07 e 15 dias pós-operatórios, marcação 

moderada para o grupo BG; já para o grupo CP moderada em ambos os tempos; e para o grupo 

CB, marcação leve e moderada, respectivamente. No tempo de 30 dias pós-operatórios, para o 

grupo BG, observamos uma marcação intensa para osteocalcina; para o grupo CP marcação 

intensa; e para o grupo CB, temos uma presença moderada desta proteína na matriz extracelular. 

Já no tempo final de 60 dias, para o grupo BG, ainda observamos uma marcação intensa; no 

grupo CP, moderada; e por último, no grupo CB, marcação moderada (Figura 38). 
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Figura 38. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os períodos de reparo ósseo nas magnificações de 

12,5x e 40x, evidenciando as imunomarcações de osteocalcina (setas amarelas). 
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5 DISCUSSÃO 

 Para regenerar um tecido é necessário que se devolva completamente sua 

capacidade física e estrutural [23], e nesse contexto, quando pensamos em ROG, devemos 

devolver um tecido ósseo a semelhança do osso perdido [36] e para que esse processo ocorra o 

uso de uma membrana não é uma opção, e sim uma necessidade, visto que é por meio delas que 

teremos uma barreira biológica que permitirá que o processo de ROG efetivamente aconteça 

[12]. Este aspecto foi observado quando analisamos os resultados do grupo que denominamos 

de controle negativo, onde a não utilização de uma barreira em um defeito crítico de 8 mm o 

processo de ROG não ocorre. 

A questão é: diante de tantas opções quais são os pontos importantes a observamos para 

que uma seleção adequada desse material? Basicamente poderíamos dizer que a princípio 

devemos pensar na capacidade de manutenção da estrutura da membrana de forma integra seja 

um ponto importante. Contudo, é necessário observar o comportamento biológico da membrana 

de uma forma mais ampla como: permeabilidade, tanto vascular quanto celular, baixa reação 

inflamatória, apresentar boa resistência mecânica e manutenção da integridade até que um 

tecido neoformado seja produzido sem que ocorra a interferência de tecidos não desejados nas 

áreas de reparo [3,20,27,28]. 

O uso do colágeno como matéria prima para confecção de membrana, apresenta muitas 

vantagens como: biocompatibilidade, por ser absorvida permite que seja realizado um 

procedimento cirúrgico de etapa única; possui boa integração tecidual, com menor risco de 

exposição da membrana, radiolucidez que permite a imagem do osso regenerado durante a 

cicatrização [17]. Contudo, quando está na sua forma mais natural, apresenta um processo de 

reabsorção rápida, o que faz com que tratamentos adicionais, em especial os químicos, sejam 

realizados, a fim de melhorar este aspecto [34]. 

A membrana de colágeno porcino (Bio-Gide®) utilizada neste trabalho, é a líder no 

mercado neste setor. É uma membrana que não apresenta retificação do colágeno, ou seja, não 

foi realizado nenhum tratamento adicional para que sua atividade como membrana fosse 

estendida, o que aumenta sua biocompatibilidade visto os resultados obtidos no perfil 

inflamatório, e faz com que seus resultados sejam tão expressivos nos processos de 

neoformação óssea como pudemos observar neste trabalho, indo de encontro a outros trabalhos 

disponíveis na literatura [30,31,32].  A análise dos períodos finais 30 e 60 dias pudemos 

verificar que os defeitos críticos foram praticamente fechados em quase todos os animais, 
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demonstrando ter eventos biológicos bem definidos observados na análise imunohistoquímica, 

com predominância da Osteopontina nos tempos iniciais e da Osteocalcina nos tempos finais. 

Esses processos mais ordenados permitiram que a Bio-Gide® obtivesse uma neoformação 

óssea mais rápida e em maior volume quando comparada as membranas avaliadas nesta 

pesquisa. 

A membrana de colágeno bovino está associada a hidroxiapatita, e provavelmente essa 

associação foi realizada para que a membrana mantivesse sua estrutura integra por mais tempo, 

contudo, o que observamos é que por volta dos 30 dias já temos parte de sua estrutura em 

degradação. Biologicamente, pode-se notar um bom desempenho, e a presença da 

hidroxiapatita, fez com que alguns grânulos fossem encontrados dentro dos defeitos o que 

permitiu verificar que esse material além de ter a propriedade de osteopromoção, em algumas 

lâminas, os grânulos de hidroxiapatita tivessem o papel de osteocondução, o que também 

melhora o desempenho dessa membrana. Esses aspectos podem ser observados principalmente 

nos resultados imunohistoquímicos em que a osteopontina se manteve elevada desde os tempos 

iniciais, inclusive mantendo sua resposta nos tempos finais, indicando que a atividade 

osteoblástica para neoformação óssea é ativa até o último período avaliado. Quanto a análise 

histométrica os valores obtidos neste trabalho mostraram que membranas de colágeno bovino 

são adequadas para procedimentos de ROG indo em consonância ao trabalho de Oliveira et al. 

[33]. 

A membrana de colágeno de peixe, nosso principal foco neste estudo, foi possível 

observar um comportamento que se apresentou também satisfatória nesse processo de 

osteopromoção embora seu resultado final na porcentagem de neoformação seja inferior a das 

duas outras membranas estudadas; ele não apresentou diferenças estatísticas com o grupo 

colágeno bovino. Um aspecto interessante a ser ressaltado diz respeito as análises 

imunohistoquímica que permitiram verificar que sua atividade osteoblástica continua inclusive 

nos tempos finais a semelhança do que foi observado na membrana de colágeno bovino, e este 

fato reforça a ideia de uma manutenção da formação óssea após o período de 60 dias avaliados. 

A avaliação dos resultados obtidos pela micro-ct utilizado permitiu que pudessemos 

complementar os resultados obtidos na histometria de uma forma mais clara. Mesmo com o 

desempenho superior da membrana porcina sobre as demais, houve uma boa formação óssea 

no grupo membrana de colágeno bovino, e uma formação regular na de colágeno de peixe 

estando de acordo com estudo anterior que inclusive demonstrou que o colágeno de peixe 
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influenciou a diferenciação condrogênica de células-tronco mesenquimais humanas da mesma 

forma que o colágeno suíno [29]. Por meio das reconstruções de micro-tc, notamos que o novo 

osso formado quando utilizamos a membrana porcina apresentou-se mais maduro, com mais 

qualidade do trabeculado em comparação às outras membranas. A membrana bovina teve uma 

resposta bem próxima a líder do mercado, porém com trabeculado ósseo mais disperso, 

provavelmente por não ter atingido ainda a maturação óssea ideal, complementando os 

resultados da imunohistoquímica, tendo em vista a presença ainda de sinalização da 

osteopontina com 30 e 60 dias, evidenciando ainda o processo de mineralização. Na membrana 

de peixe, houve formação óssea menor, provavelmente pelo colabamento (devido a sua 

espessura) e pela reação inflamatória um pouco maior, talvez devido à sua própria constituição 

e/ou tratamento do colágeno, podendo interferir no reparo local. 

Neste aspecto, a reação inflamatória está em geral relacionada ao tipo de tratamento que 

o colágeno recebe para ter mais duração e melhor resistência mecânica ao colabamento ao longo 

do processo de ROG, que o habilita como um bom material para essa função. Neste ponto foi 

claro a biocompatibilidade da membrana de colágeno porcino, que não apresenta reticulação do 

colágeno e que, portanto, possui alta biocompatibilidade, não so neste estudo como de outros 

trabalhos [30,31,32]. 

Mas como exposto anteriormente quando há um processo de reticulação do colágeno, 

em geral por um processo químico, isto pode resultar em processos inflamatórios mais intensos, 

interferindo na qualidade da membrana e nas suas características biológicas e capacidade de 

osteopromoção [34,35].Nenhuma das membranas testes apresentou infiltrado inflamatório 

muito intenso e fora da curva normal esperado, além disso, constatamos uma boa aplicabilidade 

da membrana de peixe, corroborando com outros estudos [3,20,37,28]. Esses resultados 

positivos podem estar associados com a forma com que as membranas estudadas sofreram seus 

processos de reticulações que permitiu que todas tivessem boa permeabilidade vascular e 

celular e manutenção de suas estruturas até que um tecido consistente fosse formado. No caso 

da membrana de colágeno bovino não deve ter sofrido um tratamento químico sendo sua 

resistência mecânica melhorada por meio da adição de partículas de hidroxiapatita. Já na 

membrana de colágeno de peixe tudo indica que foram adicionadas camadas a mais para tornar 

a membrana mais resistente e estável. Pudemos observar esses fatos nas análises histológicas, 

em que o infiltrado inflamatório esteve dentro da normalidade, permitindo a permeabilidade 

vascular e celular, manutenção da estrutura das membranas até 30 dias em quase todas as 

amostras. 
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No que diz respeito a resistência mecânica, foi observada histologicamente que a 

quantidade em espessura de osso neoformado nos defeitos protegidos com a membrana teste de 

peixe, apresentaram-se mais delgados quando comparados aos resultados obtidos pelas 

membranas de colágeno porcino e bovino. A espessura da membrana de peixe utilizada na nossa 

pesquisa foi relativamente menor quando comparada com as outras, portanto parece que ela não 

foi suficientemente resistente do ponto de vista mecânico para se manter e com isso houve 

maior propensão ao colabamento em direção ao centro do defeito, diminuindo o espaço a ser 

regenerado e consequentemente tendo uma neoformação óssea mais delgada. Outro ponto a 

ressaltar é que o fato de ser mais espessa também pode ter interferido de alguma forma na 

seletividade de passagem de células que promovam neoformação óssea.  

O principal desafio das membranas como barreira absorvíveis é a sua manutenção até 

que a formação óssea esteja completa e então integrá-la com o tecido circundante ou ser 

absorvida pelo corpo hospedeiro. A integridade da membrana deve durar por 4 a 6 meses para 

apoiar a formação e maturação de novo tecido. A seleção e combinação de biomaterial 

apropriado são importantes para alcançar as propriedades ideais da membrana como barreira. 

Portanto, as propriedades físicas e mecânicas adequadas da membrana reabsorvível devem ser 

acompanhadas de propriedades de biocompatibilidade [22]. 

Desta forma ao contrário do que se pensava durante muito tempo, a seleção do tipo de 

membrana a ser usada em um processo regenerativo tem influência direta nos resultados, não 

somente por seu papel de barreira promovendo a osteopromoção, mas biologicamente, pois é a 

partir dela que ocorreram fenômenos de permeabilidade vascular e celular, eventos 

inflamatórios que repercutirão em um melhor ou pior processo regenerativo. Com isso, observar 

qual a demanda clínica, tipo de defeito a ser regenerado, técnica cirúrgica escolhida e avaliação 

das propriedades física, químicas e biológicas dos biomateriais e da membrana farão com que 

o processo de ROG atinja seus objetivos. 

 Cabe lembrar que esta pesquisa tem suas limitações uma vez que testes mecânicos não 

foram realizados a fim de verificar as propriedades elásticas das membranas que é outro ponto 

importante no momento da seleção da membrana. Estudos futuros deverão realizar essas 

análises.  
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6 CONCLUSÃO 

A membrana de colágeno teve um bom desempenho no processo de osteopromoção para 

a neoformação óssea, com resultados muito próximos em relação as outras duas membranas, 

entretanto apresentou um processo de reação inflamatória maior, o que precisa ser avaliado em 

estudos futuros, se há interferência na qualidade desse osso neoformado. 

Desta forma, entende-se hoje que a busca cada vez mais especifica e padronizada de 

materiais fazem toda a diferença nos resultados das reconstruções ósseas. Não somente o tipo 

de biomaterial irá influenciar na quantidade e na qualidade de osso neoformado, mas o material 

osteopromotor tem papel tão importante quanto a escolha do material 

osteocondutor/osteoindutor a ser escolhido. Neste contexto, com os resultados obtidos por este 

trabalho, concluímos que as membranas aqui estudadas tiveram um bom comportamento 

biológico, e todas auxiliaram no processo de regeneração óssea guiada. 
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ANEXOS 

ANEXO A - Certificado do Comitê de Ética na Experimentação Animal 

(CEEA) 

  

  

CAMPUS ARAÇATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA

CEUA - Comissão de Ética no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

                                             

CERTIFICADO

Certificamos  que  o  Projeto  de  Pesquisa  intitulado  “Avaliação  de  uma  nova

membrana  nacional  de  colágeno  de  peixe  na  regeneração  óssea  guiada.

Avaliação  histomorfométrica,  imunohistoquímica  e  de  perfil  inflamatório”,

Processo FOA nº  0100-2021,  sob responsabilidade de  Ana Paula  Farnezi  Bassi

apresenta  um  protocolo  experimental  de  acordo  com  os  Princípios  Éticos  da

Experimentação  Animal  e  sua  execução  foi  aprovada  pela  CEUA  em  26 de

Novembro de 2021.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 26 de Novembro de 2022.

DATA DA SUBMISSÃO DO RELATÓRIO FINAL: até 26 de Dezembro de 2022.

CERTIFICATE

We certify  that  the  study  entitled  “Evaluation  of  a  new national  fish collagen

membrane  in  guided  bone  regeneration.  Histomorphometric,

immunohistochemical  and  inflamatory  profile  evaluation”,  Protocol  FOA  nº

0100-2021,  under  the  supervision  of  Ana  Paula  Farnezi  Bassi presents an

experimental  protocol in  accordance with the  Ethical  Principles of Animal

Experimentation and its implementation was approved by CEUA on  November 26,

2021.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: November 26, 2022.

DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: December 26, 2022.

Prof. Associado João Carlos Callera

Coordenador da CEUA 
CEUA Coordinator

CEUA - Comissão de Ética no Uso de Animais
Faculdade de Odontologia de Araçatuba
Faculdade de Medicina Veterinária de Araçatuba
Rua José Bonifácio, 1193 – Vila Mendonça - CEP: 16015-050 – ARAÇATUBA – SP 
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua.foa@unesp.br  
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ANEXO B – Normas da revista selecionada para a publicação do artigo
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