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RESUMO

O o0sso xendgeno de origem bovina € um dos materiais utilizados com maior frequéncia em
regeneracdes 0sseas. O processo de sinterizacdo realizado a temperaturas entre 400-1200
graus pode influenciar na resposta tecidual ao redor do biomaterial. O objetivo do estudo foi
avaliar a influéncia da temperatura de sinterizacdo de 0sso bovino desmineralizado na
resposta inflamatoria em tecido subcutaneo de ratos por meio andlise histoldgica. Catorze
animais receberam na regido dorsal a inser¢do dos biomateriais, individualmente divididos
em 5 grupos (G1: Bio-Oss small; G2: Cerabone small; G3: Bonefill small, G4: Bio-Oss
Collagen e G5: Controle), dentro de dispositivos de plasticos estéreis, para posteriormente
serem localizados no tecido subcutaneo. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2
periodos experimentais, 15 dias (n=7) e 45 dias (n=7), sendo 0 G1 e G4 de materiais de baixa
temperatura de sinterizacdo e G2 e G3 de materiais de alta temperatura de sinterizagéo.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados e as amostras foram preparadas para incluséo
em parafina, cortadas com espessura de 5um e finalmente realizado o processo de coloracao
HE. As laminas foram avaliadas com presenca/auséncia de tecido inflamatorio e na
severidade dessa inflamacdo quando presente. Na analise qualitativa ao redor dos
biomaterias sinterizados a baixa temperatura (G1 e G4), menor quantidade de tecido
inflamatorio foi observada. Conclui-se que o processo de sinterizacdo interfere na resposta
inflamatoria.

Palavras chave: Biomateriais. Enxerto Osseo. Inflamag&o.



ABSTRACT

Xenogenic bone of bovine origin is one of the materials most frequently used in bone
regeneration. The sintering process carried out at temperatures between 400-1200 degrees
can influence the tissue response around the biomaterial. The objective of the study was to
evaluate the influence of the sintering temperature of demineralized bovine bone on the
inflammatory response in subcutaneous tissue of rats through histological analysis. Fourteen
animals received the insertion of biomaterials in the dorsal region, individually divided into
5 groups (G1: Bio-Oss small; G2: Cerabone small; G3: Bonefill small, G4: Bio-Oss Collagen
and G5: Control), inside devices of sterile plastics, to later be located in the subcutaneous
tissue. The animals were randomly distributed into 2 experimental periods, 15 days (n=7)
and 45 days (n=7), with G1 and G4 being materials with low sintering temperatures and G2
and G3 being materials with high sintering temperatures. Subsequently, the animals were
euthanized and the samples were prepared for inclusion in paraffin, cut at a thickness of 5um
and finally the HE staining process was carried out. The slides were evaluated for the
presence/absence of inflammatory tissue and the severity of this inflammation when present.
In the qualitative analysis around the biomaterials sintered at low temperature (G1 and G4),
a smaller amount of inflammatory tissue was observed. It is conclude that the sintering
process interferes with the inflammatory response.

Keywords: Biomaterials. Bone Graft. Inflammation.
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1. INTRODUCAO

Os implantes osseointegrados revolucionaram a odontologia moderna através da
reabilitacdo de desdentados totais ou parciais, proporcionando uma melhor qualidade de vida
aos pacientes. Um criterioso planejamento é fundamental para um excelente progndstico,
seguindo conceitos bioldgicos e funcionais, de modo que os implantes sejam instalados na
posicdo ideal. Entretanto, a perda éssea decorrente da auséncia dentaria por alteracdes
sistémicas, doencas periodontais, traumas e tumores torna tal posicionamento um grande
desafio. Através de técnicas reconstrutivas, pode-se contornar essas deficiéncias dsseas por
meio de enxertos autdgenos, distracdo osteogénica e regeneracdo 0ssea guiada (ELGALI et
al., 2017).

Um dos principais métodos de reconstrucdo e tratamento dos defeitos é a
Regeneracéo Ossea Guiada (ROG) com o uso de biomateriais particulados e membranas e/ ou
barreiras. A membrana fornece estabilidade para o enxerto, realizando a seletividade e
evitando que células ndo osteogénicas penetrem na regido. Assim, é possivel o acimulo de
fatores de crescimento e a formagéo dssea. E uma técnica sensivel, porém altamente previsivel
(ELGALI et al. 2017; URBAN, MONJE, 2019).

Alguns biomateriais sdo usados para esses enxertos 6sseos, sendo classificados, de
acordo com a sua origem, em aloenxertos, aloplasticos, autdgenos e xenogenos. Os
aloenxertos sdo derivados de um doador da mesma espécie, atuando ndo apenas como
arcaboucos osteocondutores, mas promovendo a osteoindugdo por possuirem proteinas
morfogenéticas (BMPs) (SHEIKH et al., 2017). Os biomateriais aloplasticos séo sintéticos,
ndo tendo assim o risco de infec¢do cruzada. Os enxertos autégenos sdo considerados “padrao
ouro” nos procedimentos reconstrutivos. Contudo, apresentam reabsor¢ao ndo previsivel e
instabilidade de volumes 6sseos a longo prazo, sendo atualmente usados, na maioria das
técnicas reconstrutivas, particulados e associados com outros materiais xen0genos com a
proporcdo 1:1, com o objetivo de manter estabilidade dimensional ao longo do tempo. Muito
se discute sua utilizacdo, devido a morbidade da area doadora e a limitacdo do volume
adquirido (AMID et al., 2020).

Os enxertos xendgenos sdo obtidos de outras espécies, principalmente de origem
bovina, podendo ser preparados de varias formas, incluindo tratamento térmico, hidrazina,
métodos quimicos e hidro-térmicos. Sdo amplamente utilizados na clinica regenerativa devido
a sua estrutura ser semelhante ao 0sso humano, induzindo assim a formacao Ossea e a
biocompatibilidade (SHEIKH et al., 2017; AMID et al., 2020).
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Um dos processos mais utilizados de fabricacdo dos enxertos xendgenos naturais de
origem bovina é a sinterizacao a diferentes temperaturas, fundamental para purificacdo do
material, removendo 0s componentes organicos e desativando completamente os patdgenos,
evitando a infecgdo cruzada. Contudo, tal procedimento afeta as caracteristicas bioldgicas e
fisico-quimicas do material, como a estrutura do cristal, o tamanho da particula, sua
porosidade e topografia (CONZ et al., 2010). Apesar disso, o tratamento térmico sob
temperatura controlada é o método de preparo mais adequado. Pode alterar a estrutura e a
composicdo do material, formando um sistema de poros bem interligados que permite que 0s
fluidos e as células se difundam no interior das particulas, potencializando a formac&o 6ssea.
Essa porosidade varia de 36% a 80%, sendo que quanto maior a porosidade mais rapida sera
a dissolucdo do enxerto. As particulas devem ter area suficiente para as atividades dos
osteoblastos. Todas essas mudancas podem ter grandes efeitos na regeneracdo Ossea € na
qualidade do osso recém-formado (BARBECK et al., 2014).

A temperatura de sinterizacdo também varia de acordo com o fabricante, sendo
dividida em temperaturas elevadas entre 1200°C e 1300°C, que melhoram as caracteristicas
fisicas do material, atribuindo ao mesmo uma maior densidade e dureza, e baixas
temperaturas, por volta de 300°C, unindo a esse processo uma sequéncia de etapas quimicas
que removem a parte organica do material (XU et al., 2019; AMID et al., 2020).

Em relacdo a biocompatibilidade, esses materiais permanecem presentes no
organismo durante anos sem ser reabsorvidos, o que favorece ao desenvolvimento de
processos inflamatdrios. Tal fato é observado histologicamente pela presenca de células
gigantes multinucleadas (CGMNSs), que surgem de macréfagos e mondcitos via fusdo celular,
sendo conhecidas como o estagio final da diferenciacdo dos macrofagos (BARBECK et al.,
2014). Essas reagdes inflamatdrias induzidas pelo material, demonstradas pela presenca
desses tipos celulares, tem sido um aspecto importante na selecdo do biomaterial nos
procedimentos reconstrutivos associados a enxertos xendgenos (KACAREVIC et al., 2018).

Dessa forma, deve-se observar o material de acordo com a temperatura de
sinterizacdo na sua fabricacdo e avaliar esse processo no hospedeiro. A literatura é vasta em
relacdo a alteragdes fisico-quimicas desses materiais. Todavia, ndo foi observada énfase nos
trabalhos sobre o ponto de vista bioldgico e, especialmente, na avaliacdo histoldgica sobre
reacdo de inflamagdo cronica em biomateriais amplamente utilizados no mercado, o que

justifica a presente pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da temperatura de sinterizacdo de 0sso bovino desmineralizado

na resposta inflamatéria em tecido subcutaneo de ratos através de uma analise histoldgica.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Auvaliar a resposta inflamatdria dos biomateriais particulados.

15



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Tipo de estudo

Trata-se de estudo experimental pré-clinico, utilizando animais de espécie Rattus
norvegicus, variacdo albinus, Holtzman, machos, com idade de 4 a 6 meses, com peso entre
300 a 400 gramas. Segundo informagdes do Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma
Humano, ratos sdo praticamente idénticos geneticamente, o que permite uma uniformizacgéo
dos resultados. Além disso, possuem comportamentos similares, sendo possivel reproduzir e
aplicar neles muitos sintomas humanos. Dessa forma, como critério de inclusédo, essa espécie
foi selecionada por acreditar na obtencdo de resultados mais uniformes e semelhantes a
condigdo humana (LABORATORIO DE GENETICA DO COMPORTAMENTO, 2023).

3.2. Amostra

Foram utilizados 14 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), adultos
jovens, dividido em 05 grupos de acordo com a apresentacdo comercial de 0sso particulado,
com 14 ratos em cada grupo, com média de peso de 350g (Quadro 1), provenientes do Biotério
da Faculdade de Fortaleza — UNIFOR, mantidos em gaiolas plasticas individuais,
higienizadas, colocadas em ambiente arejado e iluminado naturalmente, recebendo agua ad
libitum e alimentacdo constituida de ragdo comercial balanceada. Previamente ao inicio do
experimento, o projeto de pesquisa foi submetido & apreciagio do Comité de Etica no Ensino
e Pesquisa em Animais (CEEPA — Protocolo n° 3918230921) e aprovado em 22/11/2021.

Quadro 1 - Comparacdo do peso inicial e pré-eutanasia dos animais

Peso Inicial | Peso pré-eutanésia 5 339¢g 357¢g
6 3409 3579
G1
7 351g 3629
1 343¢g 355¢g .. ) L
Peso Inicial | Peso pré-eutanasia
2 3579 368g
3 3299 343g G2
4 3409 3739 1 3499 4309
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2 346 400g 5 350g 388g

3 351g 405 6 360g 428g

4 353g 418g 7 3379 3979

Fonte: Autor principal (2023).

3.3. Grupos experimentais

Foi realizada a tricotomia dos animais e 0s mesmos posicionados em decubito ventral
horizontal. Incis6es foram feitas no dorso dos animais e 0s materiais inseridos em um tubo de
polietileno estéril, com 5mm de comprimento por 3mm de didmetro, individualmente em
regidao subcutanea, como ilustrado em Figura 1.

Os animais foram divididos em 5 grupos, com 14 individuos cada: G1, com Bio-Oss
small; G2, com Cerabone small; G3, com Bonefill small; G4, com Bio-Oss Collagen; e G5,
como grupo Controle. Foram distribuidos aleatoriamente em 2 periodos experimentais, 15
dias (n=7) e 45 dias (n=7), sendo 0 G1 e G4 de materiais de baixa temperatura de sinterizacéo

e G2 e G3 de materiais de alta temperatura de sinterizacéo.

3.4. Biomateriais

3.4.1. G1: Geitslich Biooss®

Quadro 2 - G1: Geitslich Biooss®

Atributo Descricdo
Origem Osso bovino.
Composicéo Hidroxiapatita
Porosidade Composicdo quimica semelhante ao 0sso mineral

natural, possuindo propriedades osteocondutoras,
além de permitir a formacao de capilares e tecidos
perivasculares e ndo induzir resposta imunoldgica

local ou sistémica.
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Tamanho médio dos poros

250 pm a 1.000 pm

Temperatura de sinterizacao

Baixa temperatura (400°C)

Cinética de degradacao

Incorporado no processo natural de modelagem e
remodelagem. A estrutura altamente porosa oferece
muito espaco para angiogénese e osteogénese. A
microestrutura da superficie auxilia o excelente
crescimento dos osteoblastos que sdo responsaveis
pela formacdo Ossea. Desta forma, as particulas se
tornam parte integrante da estrutura do novo 0sso em
formacdo. A baixa velocidade de conversdo em 0sso
proprio (remodelado), estabiliza a estrutura e
permite que se mantenha o volume do enxerto a

longo prazo.

Tempo de integracdo

6- 9 meses

Fonte: Catalogo Geitslich Biooss®

3.4.2. G2: Straumann Cerabone® (Botiss Biomaterials, Alemanha)

Quadro 3 - G2: Straumann Cerabone®

Atributo Descricéao
Origem Osso bovino esponjoso de gado da Nova Zelandia.
Composicéo Fosfato de calcio
(hidroxiapatita 100% pura, fase mineral)
Porosidade 65- 80%
Tamanho médio dos poros 600- 900 pm

Temperatura de sinterizacao

Alta temperatura (1200°C)

18



Cinética de degradacao

Degradacdo superficial muito lenta das particulas,
integracdo Ossea das particulas na matriz Gssea

recém-formada.

Tempo de integragdo

6- 9 meses

Fonte: Catalogo Straumann Cerabone®

3.4.3. G3: Bionnovation Biomedical Bonefill®

Quadro 4 - G3: Bionnovation Biomedical Bonefill®

Atributo Descricdo
Origem Mineral dsseo natural retirado do osso de fémur
bovino
Composicéo Estrutura mineral do osso de fémur bovino.
Porosidade 65-80%
Tamanho médio dos poros 100-600 um

Temperatura de sinterizacao

Alta temperatura (1200°C)

Cinética de degradacao

Incorpora-se ao leito receptor através de um
mecanismo de consolidacdo Ossea, comparavel aos
principios biologicos das consolidagBes de fratura
obtidos pela formacédo de o0sso novo interligado na

interface o0sso receptor/implante.

Tempo de integracdo

6- 9 meses

Fonte: Bionnovation Biomedical Bonefill®

3.4.4. Ga4: Geitslich Biooss Collagen®

Quadro 5 - G4: Geitslich Biooss Collagen®

Atributo

Descricdo

19



Origem Osso bovino e colageno suino

Composicéo Hidroxiapatita (90% Bio-Oss granulos pequenos e
10% de colageno suino).

Porosidade Composi¢cdo quimica semelhante ao 0sso mineral

natural, possuindo propriedades osteocondutoras,
além de permitir a formacdo de capilares e tecidos
perivasculares e ndo induzir resposta imunolégica

local ou sistémica.

Tamanho médio dos poros

250 um a 1.000 um

Temperatura de sinterizacéo

Baixa temperatura (400°C)

Cinética de degradacao

Incorporado no processo natural de modelagem e
remodelagem. A estrutura altamente porosa oferece
muito espaco para angiogénese e osteogénese. A
microestrutura da superficie auxilia o excelente
crescimento dos osteoblastos que s@o responsaveis
pela formacdo 6ssea. Desta forma, as particulas se
tornam parte integrante da estrutura do novo 0sso em
formacgéo. A baixa velocidade de converséo em 0sso
proprio (remodelado), estabiliza a estrutura e
permite que se mantenha o volume do enxerto a
longo prazo. A quantidade reduzida de colageno
melhora as propriedades de manuseio e o substituto
0sseo promove a formacdo Ossea eficiente e

confiavel.

Tempo de integracdo

6- 9 meses

Fonte: Catalogo Geitslich Biooss Collagen®
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Figura 1 - Desenho esquematico da distribuicdo dos grupos de biomateriais no dorso do

animal.

Controle

Fonte: Autor principal (2023).

3.5. Periodos experimentais

Os animais foram divididos em dois periodos experimentais, sendo um de 15 dias
(n=7) e o outro de 45 dias (n=7).

3.6. Anestesia dos Animais

Os animais foram pré-anestesiados com cloridrato de ketamina na dose de 25 mg/Kg
IM na face posterior da coxa. Ap6s um periodo de laténcia de 2 a 5 minutos, a anestesia foi
complementada com a associagdo do cloridrato de ketamina com cloridrato de xilazina,
relaxante muscular, analgésico e sedativo, na dose de 25 mg/Kg para 10 mg/Kg 1M,
respectivamente. O tempo de trabalho para cada animal foi de aproximadamente 40 minutos.
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A conduta anestésica seguiu a tabela peso/dosagem estabelecida pelo Biotério da FOB-USP
(ANEXO 1).

3.7. Cirurgia

Apds a pesagem e anestesia foi realizado a tricotomia da regido dorsal dos animais e
feita a antissepsia com alcool iodado a 1%. Os biomateriais foram inseridos em dispositivos
de plastico para que ndo se perdesse ao longo do tecido subcutaneo. Foram realizadas cinco
incisdes longitudinais de 2cm, cada com bisturi n° 15. O tecido cuténeo foi pincado e com o
auxilio de uma pinca mosquito foi realizada uma pequena divulsao, facilitando a insercao de
cada dispositivo contendo biomaterial. Depois foram realizadas as suturas com fio de nylon
5.0 (Techsuture, Baurt).

Com isso, obtiveram-se cinco lojas cirtrgicas. Sendo umas que em uma dessas lojas
ndo foi inserido material afim de ter um grupo controle. Tomou-se cuidado para ndo deixar 0s
biomateriais proximos da incisdo, evitando assim a sua expulsdo ou mobilidade. As suturas
foram removidas apds 10 dias sem anestesia afim de evitar qualquer viés nos resultados. Para
distinguir os ratos foram feitas marcag6es nas caudas. Cada rato ficou com 5 corpos de prova.
Os ratos foram colocados em gaiolas individuais apds os procedimentos cirtrgicos. Nao houve

sinais de infeccdo pos-operatdria ou morte dos animais.

3.8. Processamento Histologico

Os animais foram eutanasiados por overdose anestésica no periodo de 15 e 45 dias
apo6s o procedimento cirdrgico. As amostras do tecido mole foram removidas em bloco e
fixadas em 4% de Paraformoldeido durante 48 horas. Apds esse periodo, as amostras foram
lavadas e mantidas em EDTA 7% por 60 dias, com trocas de solucdo a cada 48 horas. As
amostras entdo foram processadas para inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes
histologicos com 5um de espessura que foram corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina.
Foram avaliados 2 cortes por amostra por um examinador cego no aumento de 100x e 200x e
400x de magnificagao.
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4. RESULTADOS

4.1. Grupo 1

As particulas de 0sso bovino desproteinizado se integraram aos tecidos de forma
extremamente harmonica, sendo inclusive possivel observar presenca de células gigantes
multinucleadas, sugerindo processo de remodelacdo das particulas desse biomaterial. Apesar
disso ndo foi observado a presenca de vasos sanguineos em abundancia nem de um processo
inflamatorio exuberante em nenhum dos periodos experimentais. O tecido conjuntivo ao redor
das particulas do osso bovino desproteinizado se encontraram organizados, e com reduzidos
focos de infiltrado inflamatérios. A particulas do material encontravam-se com algumas
lacunas em suas margens, porém, sua estrutura interna estava integra. Esse aspecto tecidual
demonstra uma boa biocompatibilidade desse material com os tecidos do hospedeiro. Reagdes

de rejeicdo ou de corpo estranho nao foram observados nesse grupo (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - G1 no periodo de 15 dias Figura 3 - G1 no periodo de 45 dias

4.2. Grupo 2

Foi observado nesse grupo um infiltrado inflamatério moderado no periodo de 15
dias, associado a presenca de vasos sanguineos e tecido conjuntivo ao redor das particulas em
fase de organizacéo, sendo possivel observar com clareza os feixes de fibras colagenas. No
periodo de 45 dias foi observado uma redugdo do infiltrado inflamatério e de vasos

sanguineos, além de uma melhor organizacdo do tecido conjuntivo ao redor das particulas
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desse material. Esse aspecto tecidual demonstra uma boa biocompatibilidade desse material
com os tecidos do hospedeiro. Reages de rejeicao ou de corpo estranho ndo foram observados

nesse grupo (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - G2 no periodo de 15 dias Figura 5 - G2 no periodo de 45 dias
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Fonte: Universidade Federal de Uberlandia (2023).
4.3. Grupo 3

Nesse grupo foi observado, em ambos os periodos, exuberante infiltrado inflamatorio
associado as particulas do material. Esse infiltrado estava acompanhado da presenca de vasos
sanguineos e de uma matriz de tecido conjuntivo desorganizado, sem observacgdo de fibras
col&genas associadas as particulas desse material. De todos os grupos esse foi o que apresentou
0 padrdo tecidual menos interessante (Figuras 6 e 7).

Figura 6 - G3 no periodo de 15 dias Figura 7 - G3 no periodo de 45 dias

g .

Fonte: Universia}dAe Federal de Uberlandia (2023).
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4.4. Grupo 4

Foi observado nesse grupo que as particulas de 0sso bovino desproteinizado se
apresentaram com fraturas em ambos os periodos de avaliagdo. Entretanto, o tecido que
circunscrevia essas particulas estava bem organizado e com auséncia de infiltrado
inflamatorio exuberante. Esse aspecto tecidual demonstra uma boa biocompatibilidade desse
material com os tecidos do hospedeiro. Também foi possivel observar vasos sanguineos nas
proximidades das particulas, especialmente no periodo de 15 dias. Porém, de forma
interessante, a angiogénese nado esteve associada a eventos inflamatorios. Reagdes de rejei¢do

ou de corpo estranho ndo foram observados nesse grupo (Figuras 8 e 9).

Figura 8 - G4 no periodo de 15 dias Figura 9 - G4 no periodo de 45 dias

Fonte: Universidade Federal de Uberlandia (2023).
4.5. Grupo 5

Foi observado nesse grupo uma boa organizagdo da matriz de tecido conjuntivo
associado a presenca abundante de vasos sanguineos no periodo de 15 dias. No periodo de 45
dias o tecido conjuntivo estava com matriz organizada, reducéo da celularidade e de vasos

sanguineos (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 - G5 (controle) periodo de 15 dias Figura 11 - G5 (controle) periodo de 45 dias
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E possivel observar diferencas entre os materiais, sendo que o Bio Oss e 0 Bio Oss
Collagen tiveram padrao de relagdo com tecido conjuntivo de forma harmonica, com reduzido
infiltrado inflamatério e bom grau de maturagdo de tecido conjuntivo. O Cerabone também
apresentou boa relacdo com a matriz de tecido conjuntivo, porém no periodo de 15 dias foi
observado focos de infiltrado inflamatorio associado com suas particulas. Por sua vez, no
grupo Bonefill foi observado abundante infiltrado inflamatorio que esteve associado a
presenca de vasos sanguineos e de uma matriz de tecido conjuntivo desorganizado sem
observacgdo de fibras colagenas associadas as particulas desse material. De todos os grupos
esse foi 0 que apresentou o padrdo tecidual menos interessante.

Legenda: B — Biomaterial, I1- Infiltrado inflamatério, TC — Tecido conjuntivo, VS — Vaso

sanguineo.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de novos biomateriais para reconstrucgdes teciduais exige um
profundo entendimento das respostas bioldgicas do hospedeiro aos materiais utilizados. Apds
a implantacdo desse biomaterial, uma série de eventos ocorre para a formacdo de Células
Gigantes de Corpo Estranho (CGCE) na interface biomaterial-tecido. Contudo, a resposta
celular e tecidual vai depender da natureza desses compostos inseridos. Essas CGCEs podem
permanecer na superficie dos materiais durante todo o tempo de vida Gtil do implante
(SHEIKH et al., 2015).

Segundo Sheikh et al., (2015), as respostas dos macrofagos aos biomateriais
particulados estdo diretamente relacionadas ao tamanho médio das particulas. Biomateriais
com particulas menores que um macréfago mononuclear (10 um de didmetro) séo facilmente
digeridos por meio de fagocitose. Particulas maiores (entre 10 um e varias centenas de
micrometros de didmetro) ndo podem ser fagocitadas pelos macrofagos, sendo absorvidas
pelas Células Gigantes Multinucleadas (CGM) ou CGCEs.

Percebe-se entdo que biomateriais reabsorviveis sdo degradados por fagocitose ou
erodidos via reabsorcéo extracelular, com ou sem o envolvimento de CGCEs. Dessa forma,
qualquer processo inflamatorio associado é solucionado apOs a reabsorcdo total desses
biomateriais. No que tange aos biomateriais ndo reabsorviveis, a degradacdo ndo acontece.
Todavia, os macrofagos continuam se infiltrando, na tentativa de fagocitar as particulas ou
para se fundirem em CGCEs e se fixar na superficie dos biomateriais inseridos. O biomaterial
deve guiar a migracdo celular para a adesdo ao implante e proporcionar um ambiente
biomimético para garantir a sobrevivéncia celular (SHEIKH et al., 2015).

Em todos os biomateriais da atual pesquisa foram encontradas, dentro do infiltrado
inflamatorio, células gigantes multinucleadas, o que ja realmente era esperado, conforme ja
relatado na literatura, porém com variacdo na quantidade, estando em maior proporcao no G3,
seguido pelo G2, demonstrando assim que esses materiais podem causar uma maior reacao
inflamatoria com consequente prejuizo para a formagéo 0ssea.

Outro fator muito importante para o processo de regeneracdo Ossea guiada é o
suprimento sanguineo, por intermédio do qual é possivel fornecer elementos nutricionais,
oxigénio, células imunoldgicas, células-tronco mesenquimais e fatores de crescimento para a
regido do enxerto. Esse suprimento sanguineo é realizado através da angiogénese que ocorre
a partir da rede vascular pré-existente nos tecidos moles e supraperiosteais, ligando o

biomaterial aos tecidos circundantes do hospedeiro. Quando se utiliza enxertos autégenos,
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consegue-se uma maior inducdo a neoformacéo vascular, sendo que, entre enxertos 6sseos
xenogenos e aloplasticos, a Hidroxiapatita (HA) e o Fosfato de Calcio tém melhores efeitos
pré-angiogénicos (SAGHIRI et al., 2016). No presente estudo, foi observada histologicamente
a formac&o de vasos sanguineos sem estar associadas a eventos inflamatdrios nos biomateriais
G1, G2 e G4, o que ndo ocorreu no biomaterial G3, onde a formacdo desses vasos estava
associada a um denso infiltrado inflamatario.

Em relagdo aos materiais utilizados na ROG, o enxerto mineralizado desproteinizado
derivado de bovinos é uma alternativa excelente aos autdgenos, possuindo diferentes
processos de fabricacdo, gerando propriedades fisico-quimicas variadas e influenciando os
efeitos bioldgicos subsequentes. Dentre esses processos, a temperatura de sinterizacdo se
destaca, consistindo na remocgéo de toda a matéria organica através do tratamento térmico,
mas modificando caracteristicas cruciais do material que irdo alterar sua osteoconducao, tais
com a cristalinidade, tamanho de particulas, porosidade e topografia.

Com objetivo de estudar esses fatores Xu et al., (2019) realizaram uma pesquisa em
defeitos criticos em calotas cranianas de coelhos, dividindo em 3 grupos os biomateriais com
temperaturas diferentes sendo o grupo 1 com temperatura de 300°C (baixas temperaturas), 0
grupo 2 com 650°C (médias temperaturas) e grupo 3 com 1000°C (altas temperaturas),
comparando-o0s com o Bio-0ss, que é tratado com uma forte solugédo alcalina e um processo
de cozimento gradual até 300°C, concluindo que a sinteriza¢do a 300°C por 3 horas, com uma
adicdo de 530° por 6 horas, potencializam a formacgdo Ossea na regeneracdo. Os materiais
usados na presente pesquisa foram divididos pela classificacdo quanto a temperatura de
sinterizacdo em baixas temperaturas o0 G1 e G4 e em altas temperaturas de sinteriza¢do os G2
e G3, concordando com o estudo de Xu et al., (2019), apresentando resultados mais
interessantes em relacdo a formacdo dssea nos biomateriais de baixa temperatura de
sinterizagéo.

Conforme estudo experimental realizado por Zambuzzi et al., (2005), a implantacdo
de 0sso xendgeno com baixa temperatura de sinterizacdo (100°C) em tecido subcutaneo de
ratos, inserido em uma capsula de colageno, resultou em uma resposta histoldgica instigante.
Apbs 10 dias da cirurgia, observou-se a presenca de um infiltrado inflamatério do tipo
granulomatoso, rico em células gigantes multinucleadas (CGMs), porém sem a presenca de
linfécitos ou plasmdcitos. Esse padrdo era semelhante ao observado em aloenxertos
mineralizados implantados no tecido subcutaneo de ratos. A medida que o periodo
experimental avancava, houve uma diminuigéo significativa do infiltrado inflamatdrio inicial,

ao mesmo tempo em que ocorria um aumento notavel na formacao de tecido fibroso ao redor
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das particulas implantadas. Essa resposta foi semelhante a observada quando aloenxertos
mineralizados foram inseridos no mesmo tecido. Além disso, o estudo ndo identificou
nenhuma resposta imune adversa, sugerindo que o material de enxerto foi biocompativel,
corroborando com a presente pesquisa, onde 0s G1 e G4 apresentaram resultados histol6gicos

compativeis, devido a baixa temperatura de sinterizacao (400°C).
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6. CONCLUSAO

O processo de sinterizacdo dos biomateriais xeno6genos em altas temperaturas

interfere negativamente na modulagéo da resposta inflamatoria.
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6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade de Fortaleza (CEUA/UNIFOR) na reunido de
22/11/2021.

We certify that the proposal "EFFECT OF DIFFERENT TYPES OF BIOMATERIALS ON THE INFLAMMATORY RESPONSE IN
SUBCUTANEOUS REGION AND BONE REPAIR IN RATS CALVARIA: A STUDY MICROTOMOGRAPHIC, HISTOLOGICAL AND
IMMUNGISTOCHEMICAL.", utilizing 56 Heterogenics rats (56 males), protocel number CEUA 3918230921, under the responsibility of
Christiano Sampaio Gouvea - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Fortaleza’s University
(CEUAJUNIFOR) in the meeting of 11/22/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Acadé@mica)

Vigéncia da Proposta: de 11/2021 a 10/2022 Area: Medicina Veterinaria

Origem: N&o aplicavel biotério

Espécie: Ratos heterogénicos sexo:. Machos idade: 4 a6 meses N: 28
Linhagem: Rattus norvegicus, albinus, Holtzma Peso: 250a300g

Origem: Nao aplicavel biotério

Espécie: Ratos heterogénicos sexo:  Machos idade: 4 a6 meses N: 28
Linhagem: Rattus norvegicus, albinus, Holtzma Peso: 350a400g

Local do experimento: NUBEX LABORATORIO DE IMUNOHISTOQUIMICA

Fortaleza, 22 de novermnbro de 2021
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Prof. Dr. Raman da Silva Raposo Prof. Dr. Saulo Ellery Santos
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade de Fortaleza Universidade de Fortaleza

Avenkda Washington Soares 1321, Balra Edson Quelroz, CEP 60811-905 - FortalezaCE - tel: 55 (85) 3477-3132 | fax: —
Horéria de atendimenta: 27 a 62 das Eh s 11:30 e 13:30 45 17h : e-mail: ceuai@unifor, br
CELIA N 3918230521
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