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RESUMO

Almeida CS. Avaliagdo in vivo de xenoenxerto de origem bovina associado a
oxigenoterapia no reparo 0sseo [Dissertacao]. Niteroi: Faculdade de

Odontologia, Universidade Federal Fluminense (UFF), 2019.

O objetivo do presente estudo foi comparar e avaliar o reparo 6sseo, através da
andlise histolégica de enxertos de origem bovina liofilizado (Bonefil®
Bionnovation) porous, granulacao fina (0,10<x<0,60 mm), em alvéolos dentarios
de ratos, associado ou ndo ao Blue M® gel. Vinte ratos Wistar, fémeas, foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos para extragdo do incisivo central
superior esquerdo. Apds a extracdo, no grupo controle, o alvéolo foi preenchido
com granulos de Bonefilll® (n=10) e, no grupo experimental, granulos de Bonefill
® associado ao Blue M® gel (n=10). Ap6s os periodos experimentais de 7 e 42
dias, os animais foram eutanasiados e as amostras obtidas foram processadas
para avaliacdo histolégica descritiva. Nao houve diferenga sugestiva na analise
descritiva entre os grupos. Os biomateriais estudados foram compativeis,
osteocondutores, porém a associacdo com o Blue® M gel ndo apresentou

diferenca na neoformacéo 6ssea apos os periodos estudados.

Palavras chave: reparo 6sseo, alvéolos dentarios, ratos, in vivo, Blue M gel.



ABSTRACT

Almeida CS. In-vivo evaluation of bovine xenograft associated with oxygen
therapy in bone repair. [Dissertation]. Niteroi: Dentistry School, Fluminense
Federal University (UFF), 2019.

The present study aimed to compare and evaluate bone repair in the dental
alveoli of rats through the histological analysis of fine-grained (0.10 < x < 0.60
mm) lyophilized bovine bone grafts (Bonefill® Porous, Bionnovation), either
associated or not with Blue M® gel. Twenty female Wistar rats were randomly
distributed into two groups for extraction of the left upper central incisor. After
extraction, the alveolus was filled with Bonefill® particles (n = 10) in the control
group, and with Blue M® gel-associated Bonefill® particles (n = 10) in the
experimental group. After experimental periods of 7 and 42 days, the animals
were euthanized, and the collected samples were processed for descriptive
histological evaluation. Analysis showed no obvious difference between the
groups. While the biomaterials analyzed were compatible and osteoconductive,
association with Blue® M gel showed no difference in new bone formation after
the study period.

Key words: Bone repair. Dental alveoli. Rats. In vivo. Blue M gel



1- INTRODUCAO

A busca por biomateriais que apresentem taxa de bioabsorcdo e
capacidade de regeneracdo 6ssea mais proximas do 0sso autdgeno € fonte de
intensa investigacao cientifica. A hidroxiapatita (HA) €, sem duavida alguma, o
composto mais pesquisado e utilizado para essa finalidade. Substitutos 6sseos
com propriedades que favorecam a regeneragcdo 6ssea é um desafio para as
ciéncias biomédicas, razdo pela qual a literatura apresenta crescente interesse
por biomateriais que possam apresentar maior similaridade com os tecidos
mineralizados, especialmente 0s materiais sintéticos que mimetizam o0 0SS0
natural humano.*?

Durante o reparo 6sseo quando o tecido cicatricial estiver permeado por
células indiferenciadas da linhagem fibroblastica, teremos como resultado final
tecido fibroso. Se o tecido de granulacéo for invadido por células da linhagem
osteoblastica, progredira para um tecido conjuntivo 6sseo ou, simplesmente,
0sso propriamente dito.>1°

Nos ultimos anos houve aumento expressivo no uso de biomateriais
xenégenos na Odontologia, o uso da técnica de regeneracao 6ssea guiada pelo
cirurgido-dentista e a associacao do biomaterial aos concentrados plaquetarios
tem se mostrado eficiente quanto a aceleracdo do processo de neoformacéao
O0ssea. Os defeitos Osseos decorrentes de traumas, patologias, atrofias
maxilofaciais e alveolares tém sido um dos grandes desafios da implantodontia,
particularmente em relacdo a sua reconstrucdo para possibilitar a instalacdo
imediata ou futura de implantes dentarios.?

Com o intuito de preservar 0 0sso alveolar em espessura e largura, apos
a exodontia, estratégias clinicas tém sido adotadas para reduzir ou eliminar
futuras intervencgdes cirdrgicas para aumento do rebordo alveolar, tais como:
regeneracdo oOssea guiada (ROG), enxertos 0sseos, implantes dentarios,
utilizados separadamente ou associados.*®

O biomaterial ideal deve ser biocompativel e gradualmente substituido por
novo tecido O6sseo, além de possuir propriedade osteoindutiva ou

osteocondutiva.* A tendéncia atual é desenvolver e usar biomateriais que



acelerem ou, pelo menos, permitam o reparo normal e completo de defeitos
6sseos, reduzindo assim a taxa de falha pés-operatéria.’4

O objetivo da engenharia tecidual € produzir um biomaterial osteocondutor
que seja propicio para a neoformacdo Ossea ou mesmo que otimize as
propriedades dos enxertos presentes no mercados.®

Visto que as dimensdes do rebordo séo tdo importantes para 0 sucesso
da instalacdo do implante dentario, seria vantajoso preserva-los pos-extracao,
ao invés de reconstrui-los num segundo momento, assegurando assim a
manutencdo das dimensdes ideais (vertical e horizontal), diminuindo a
morbidade para o paciente.’®
Procedimentos de regeneracdo 0ssea que assegurem a preservacao, o aumento
ou a reconstrucdo da altura, espessura e qualidade do rebordo alveolar
imediatamente ap0s a extracdo dentaria parecem ser essenciais para a
manutencao destas dimensdes. Isto reduziria a necessidade de um enxerto
tardio, simplificando e otimizando o sucesso da reabilitagdo “in loco”.1!

Os enxertos 0sseos séo
classificados como: enxertos autdgenos, enxertos aloplasticos, enxertos
alogénicos e xenoenxerto.

O enxerto autdgeno € definido quando o tecido é transferido do mesmo
individuo, de uma local para outro, ndo provocando reacdo imune, podendo ser
osso cortical ou medular.” Os enxertos aloplasticos ou sintéticos séo
exemplificados como as ceramicas de fosfato de calcio sendo a mais utilizada a
hidroxiapatita, bioceramica que é considerada corpo inerte.” Os enxertos
alégenos sdo obtidos de doadores vivos ou cadaveres e disponiveis em banco
de ossos humanos. Os enxertos xendgenos sao obtidos de doadores de outras
espécies, sobretudo bovinos. O alto poder osteocondutor quimico e fisico do
biomaterial, se assemelha ao 0ss0.2%:22

O Bonefill® (Bionnovation Biomedical, Bauru, Sdo Paulo, Brasil) é
produzido através do processo de desmineralizacdo da porgcdo cortical e
esponjosa de 0ssos bovinos.?

A matriz 6ssea inorganica mineralizada do Bonefill®, possui estrutura
macro e micro porosas, similar aos ossos cortical e esponjoso humano. Por ser

remodelado por acdo dos osteoclastos e osteoblastos, este biomaterial €



considerado uma alternativa viavel ao osso autélogo quando usado em defeitos
6sseos, respeitando a sua indicacéo.?

O oxigénio € essencial no processo de cicatrizacdo de feridas, sendo o
principal componente da formula do Blue® M.

O uso de oxigénio ativo aumenta o metabolismo celular e a reducao de
energia® previne e repara as inflamacées, acelera o processo de cicatrizagéo de
feridas e Ulceras orais aliviando a dor rapidamente, elimina as bactérias
patogénicas, estimula o fluxo sanguineo pela formacgéo de vasos sanguineos e,
estimula a regeneracéo 6ssea. O gel oral Blue® M foi desenvolvido para tratar a
periodontite, eliminando as bactérias nocivas, e consequentemente diminuindo
e prevenindo a inflamacé&o da gengiva.®

O oxigénio é importante para processos intracelulares, como biossintese,
movimento e transporte. A energia € essencial para a funcionalidade e
sobrevivéncia das células, aumentando a taxa de proliferacdo celular e a re-
epitelizacdo. As células epiteliais migram das laterais para fechar as feridas e
formar uma barreira entre a ferida e 0 ambiente, esse processo sera crucial para
a formacdo da nova pele. Com isso, aumenta-se a sintese de colageno e
elasticidade.®

O Blue®™M aumenta a atividade antibacteriana e o uso de baixas
concentracbes de perborato de sodio e da enzima glicose oxidase (GOX),
encontrada no mel (enzima presente em sua cOmposi¢éo), aumenta 0 0xigénio
ativo nas areas de feridas promovendo um processo mais rapido de cicatrizacao.
A presenca de baixas concentracdes de peroxido de hidrogénio estdo contidas
na férmula, o que consequentemente aumenta a eficacia para eliminar as
bactérias patogénicas como ja descritos na literatura através de pesquisas.

Dentre as vantagens do uso do Blue M® antes da cirurgia se destacam:
melhoria das condi¢cdes gerais da boca, eliminacdo das bactérias nocivas,
reducdo de infeccdo durante a cirurgia e dos riscos de complicacbes pos-
cirirgicas. Dentre as vantagens do uso do Blue M® apés a cirurgia: Aceleracdo
do processo de cura através da estimulacao e do crescimento de novas células

€ NOVOS vasos sanguineos.3

Cabe salientar que poucos trabalhos sobre o tema foram encontrados na

literatura avaliando aspectos como revascularizacdo, sintese de colageno e agéo
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antibacteriana em um anico produto, e resultados neste sentido podem apontar
novas perspectivas de pesquisas ou até mesmo de formas de utilizagéo do gel
Blue M® associado a 0sso bovino liofilizado como conduta para preservagéo do
rebordo alveolar pos-extracdo, bem como para regeneracdo 6éssea em defeitos

alveolares.

2-PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi avaliar através da analise histolégica
descritiva o reparo 0sseo de alvéolos pds exodontia submetidos ao tratamento
de enxertia com enxertos de origem bovina (Bonefill® porous granulacéo fina),

associado ou ndo ao Blue® M gel (gel oral Blue® M, Blue M care).

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 BIOMATERIAL

O biomaterial utilizado para este estudo foi o Bonefill® Porous granulagao
fina. O mesmo apresenta granulometria de 0,10<x<0,60 mm da empresa
Bionnovation Biomedical (Bauru - Sao Paulo), tem propriedade osteocondutora
por ser uma hidroxiapatita (HA) bovina liofilizada. Além da porosidade, a
aglutinacao de particulas apresenta maior liberdade para determinar formas para
produzir scaffolds. Devido a origem natural, este material € comparavel a
estrutura mineral e morfolégica do 0sso humano mineralizado. E biocompativel,
nao apresenta citotoxicidade, toxidade sistémica aguda, toxidade sub-cronica,
carcinogenicidade, genotoxicidade e ndo € um produto sensibilizante (ISO
10993-1).2

O Bon€fill®, é produzido através do processo de desmineralizacdo da
porcéo cortical de ossos bovinos. O Bonefill ® Porous é produzido através do
mesmo processo de descalcificacdo aplicado a porcdo esponjosa de 0Ss0s

bovinos. A matriz 6ssea inorganica mineralizada do Bonefill®, possui uma



estrutura macro e micro porosas, similar aos 0ssos cortical e esponjoso humano.
(Figura 1). Este biomaterial é parcialmente remodelado por acdo de osteoclastos
e osteoblastos, sendo uma alternativa viavel ao osso autdlogo em defeitos
adequados para o seu uso e indicagdo. Ao colocarmos particulas de biomaterial
no coagulo sanguineo estamos procurando ajudar na ancoragem da rede de
fibrina para que nédo ocorra a retracdo do coagulo. Na forma granulada, Bonefill®
Porous, atua como mecanismo osteocondutor favorecendo o crescimento e
regeneracao 0ssea. Devido ao grande volume dos poros de interligacédo e da
composic¢édo natural, produzem comumente a formacéo e o crescimento de 0Sso

novo no local do implante.

WD HV spot|mag O | 2/2/2016
LFD 9.4 mm 12.00kV| 50 | 200x |9:17:27 AM CME-UESC

Figura 1: Microscopia eletronica de Varredura do Bonefill® granulagao fina
(Bionnovation Biomedical). Observar na imagem a presenca dos poros
interconectados que favorecem o carreamento de drogas, medicamentos
como o Blue® M, bem como a proliferagao de sistemas capilares durante o
evento de proliferacéo endotelial. (CME-UESC)

11
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3.2-ESTUDOS IN VIVO

3.2.1 Principios éticos no estudo animal

Esta pesquisa foi realizada seguindo a Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA- 2013) e as
Diretrizes da Préatica de Eutanasia do CONCEA (CONCEA - 2013), ambas

disponiveis em http://concea.mct.gov.br. O presente estudo é relatado de acordo

com as diretrizes do ARRIVE, aprovado a Comissé&o de Etica no Uso Animal da
Universidade Federal Fluminense (CEUA/UFF) sob o numero 949 (Anexo II).
De acordo com o programa dos 3 Rs (Reduction, Replacement and
Refinement), devemos reduzir o nimero de animais em experimentacao, tanto
quanto possivel, sem perder a precisdo da andlise estatistica. O tamanho da
amostra baseou-se em estudos anteriores que seguiram 0 mesmo protocolo

animal.

3.2.2 Caracterizagcdo dos animais

Nesta pesquisa foram utilizados vinte ratos Wistar (n=20) fémeas, com
peso médio de 300 gramas, que foram distribuidos aleatoriamente em dois
periodos experimentais de 7 dias (T1) e 42 dias (T2) apds os procedimentos

cirdrgicos e dois grupos experimentais.
Os animais foram divididos em dois grupos, sendo:

Grupo 1 - controle (enxerto bovino): alvéolo preenchido com microesferas

de Bone-fill®, porous granulagao fina.

Grupo 2 - experimental (gel Blue ® M): alvéolo preenchido com enxerto
bovino Bonefill® associado com gel Blue M® com proporgéo de 1:1.
Durante todo o estudo, os animais foram mantidos em mini-isoladores, contendo

dois animais por caixa, no laboratério de Experimentacdo Animal do Nucleo de


http://concea.mct.gov.br/
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Animais de Laborat6rio (LEA-NAL) da Universidade Federal Fluminense (UFF),

Niterdi. Os animais receberam agua e racdo peletizada ad libitum.
3.2.3 Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados intra muscular com 75 mg/kg de Cloridrato
de cetamina (Ketalar®, Veltbrands, Sao Paulo, Brasil) e 1,5 ml/kg de cloridrato
de xilazina (Rompun®, Veltbrands, Sao Paulo, Brasil), respectivamente. Os
animais foram posicionados na mesa operatoria destinada para este fim,
deitados em decubito ventral, seguido de antissepsia da regido peri-oral e
mucosa oral com solucao de clorexidina 2% (Riohex 2% , S&o Paulo, SP, Brasil)
e antissepsia da mucosa oral com solucdo de clorexidina a 0,12% (Riohex
0,12%, Sao Paulo, SP, Brasil)respectivamente. Logo, a sindesmotomia e a
extragcdo do incisivo central superior esquerdo foram realizadas com um
explorador dentario nimero 5 (Duflex®, Sdo Paulo, SP, Brasil) e um férceps
pediatrico nimero 151 (Duflex®, Sédo Paulo, SP, Brasil), respectivamente. O
procedimento cirargico foi realizado, com cautela e com o minimo de intervencao
possivel com o intuito de preservar as paredes alveolares. Em seguida, 0,2mg
dos biomateriais foram implantados na cavidade alveolar de acordo com cada
grupo, seguidos de sutura simples até o fechamento priméario do tecido (5-0,
Ethicon® - Johnson & Johnson, S&o Paulo, Brasil) e limpeza final com agua

oxigenada 10 volumes. (Farmax®, Divinépolis, MG, Brasil). (Figura 2)
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Figura 2: Procedimentos cirdargicos realizados para implantagcdo dos
biomateriais. (A) Anti-sepsia da regido; (B) Extracdo do incisivo central
superior esquerdo; (C) Implantacédo do biomaterial Bonefill® e Blue® M gel;

(D) Bonefill® e Blue M® gel ja implantados na cavidade alveolar.

3.2.4- Cuidados poOs-operatorios:

Apb6s o término dos procedimentos cirdrgicos, foi ministrado Meloxicam

1mg/kg (Duprat®, Rio de Janeiro, Brasil) via subcutanea a cada 24 horas, durante
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trés dias, sendo iniciado no mesmo dia da cirurgia, para analgesia poés-
operatoria. Os animais foram inspecionados diariamente a fim de avaliar e

registrar qualquer complicacao pos-cirargicas.

3.2.5- Obtencé&o das amostras:

As etapas descritas a seguir do processamento histolégico seguem os
critérios estabelecidos pelo Laboratério de Biotecnologia Aplicada — Setor
Histologia da Universidade Federal Fluminense (LABA-UFF).

ApOs eutanasia, os alvéolos foram mantidos em paraformaldeido 4% — PH
7,2 por um periodo minimo de 24 horas, para fixacdo das amostras. Apés
fixados, foram seccionados em 3 tercos, sendo utilizado o terco médio para
avaliacdo. (Figura 3). Para este procedimento utilizou-se o EXAKT SYSTEM de
corte. As amostras seccionadas foram descalcificadas utilizando-se o
descalcificador ALLKIMIA® (acido descalcificante) por 7 dias. Logo apds
descalcificacdo, as amostras foram lavadas em agua corrente por 30 minutos.
Em seguida foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (70, 80,
90 e 100% - Rialcool® — Rio de Janeiro, RJ, Brasil) por 1 hora em cada
concentragdo, e diafanizadas em dois banhos de xilol (Xileno® - Coremal —
Recife, PE, Brasil). Finalizando com dois banhos em parafina e emblocamento
das amostras (Tabela A). Cortes longitudinais (n=3) com 5um de espessura nos
blocos de parafina foram obtidos em um micrétomo e montadas em laminas para

microscopio e posteriormente coradas com Tricrobmico de Masson.



Tabela A. Etapas do processamento histologico e inclusdo em parafina.

Passo Etapa

Reagente

Duracéo

16

1 Desidratacéo Alcool 70% 1h
2 Desidratacéo Alcool 80% 1h
3 Desidratacéo Alcool 90% 1h
4 Desidratacéo Alcool 95% 1h
5 Desidratacéo Alcool 100% 1h
6 Desidratacéo Alcool 100% 1h
7 Desidratacéo Alcool 100% 1h
8 Clarificacao/Diafanizacao Xilol 1 1h
9 Clarificagao/Diafanizagao Xilol 2 1h
10 Impregnacéo Parafina 1 1h
11 Impregnacao Parafina 2 2hs
12 Incluséo Parafina -

13 Microtomia — 5 ym - -

14 Pescagem - -

Método de Coloracéo Tricrémico de Masson

1-Desparafinizar e hidratar os cortes

2-Lavar em agua destilada

3-Colocar em fixador de Bouin por 1 hora a uma temperatura de 56 °C ou por

uma noite em temperatura ambiente (se o material foi fixado em formalina)

4-Deixar esfriar e lavar em agua corrente até que desapareca a cor amarela.

5-Lavar em agua destilada
6-Hematoxilina férrica, por 10 min
7-Lavar em agua corrente, por 10 min

8-Lavar em agua destilada

9-Colocar na solucéo de Biebrich Escarlate — Fucsina Acida por 15 min

10-Lavar em agua destilada



11-Colocar na solugdo de Acido Fostotlingstico - Fosfomolibdico por 10 ou 15
minutos se, for usar solucdo de anilina azul. Solucdo aquosa de acido
fosfotlngstico 5%, por 15 minutos se for usar Light Green como contrastante.
12-Escorrer a solugéo das laminas

13-Corar na solucgéo de Light — Green, por 5 ou 10 minutos, ou, solucao de Azul
de Anilina por 1 minuto

14-Lavar em agua destilada

15-Diferenciar na solucdo de Acido Acético Glacial 1%, por 1 ou 3 minutos
16-Desidratar em alcool 95%, dois alcoois absolutos e clarear em xilol

16- Montar

A resposta tecidual foi avaliada na é&rea referente as regibes de
implantacéo dos biomateriais. Para a analise histoldgica descritiva das laminas
utilizou-se um microscépio 6ptico de Luz de Campo Claro (OLYMPUS® BX43,
Toquio, Japao). As capturas das imagens selecionadas foram realizadas através
de uma camera (OLYMPUS® SC100, Téquio, Japdo) acoplada ao microscopio,
associada a um software de alta resolugao (CELLSENS® 1.9 Digital Image).
Utilizou-se as objetivas de 4x para visualizacdo mais ampla da area de interesse
e em 40x para obtencdo de maiores detalhes celulares e teciduais. Em cada
lamina, foram observados presenca de osso neoformado, biomaterial e tecido

conjuntivo.
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Figura 3- Cortes do terco apical, médio e cervical pelo sistema EXAKT
(EXAKT System® Germany) para posterior histologia e processamento
parainclusdo em parafina.

As carcacas dos animais foram congeladas em sacos plasticos especiais
(com indicacgéao de risco biolégico) e mantidos no freezer do LEA, (Laboratério de
Experimentacdo Animal) até o recolhimento por uma empresa especializada

para posterior incineragao, conforme protocolo do NAL.
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3.2.6- Andlise histologica

Os cortes histolégicos foram analisados quanto a presenca de tecido
conjuntivo, osso neoformado e biomaterial residual. Para essa andlise foi
utilizado o microscoépio de luz comum (Eclipse E400, Nikon®, Toquio, Japao). Os
cortes histologicos foram capturados por uma camera digital de alta resolucao
(Evolution ® MP color; 5.0 megapixels; Media cybernetics, Silver Spring, EUA)
no Laboratoério Associado de Pesquisa Clinica em Odontologia (LPCO) da UFF,

com 10 campos consecutivos e ndo sobrepostos.

3.2.7 - Local

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério Associado de Pesquisa
Clinica em Odontologia (LPCO) e no Laboratdério de Experimentacdo Animal
(LEA) da Universidade Federal Fluminense (UFF).

4-RESULTADOS

4.1-Analise Descritiva histologica do Blue® M gel e Bonefill®

4.1.1 Bonefill®

Aos 7 dias, foram encontrados na area do defeito, fragmentos de
biomaterial entremeados por feixes delicados de tecido conjuntivo, exsudato
hemorragico e infiltrado inflamatério. Nota-se parede de o0sso pré-existente
circundando o defeito e neoformacéo 6ssea a partir das extremidades.(Figura A-
B)

Aos 42 dias, encontra-se area do defeito preenchida por tecido conjuntivo
fibroso na porgéo central, exibindo algumas ilhas de trabéculas 6sseas. Nota-se
neoformacédo 6ssea da periferia do defeito em direcdo ao centro, e presenca de

pequeno residuo de biomaterial. (Figura E- F)
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Figura 4- Fotomicrografia do Bonefill ® 7 dias(A-B) e Bonefill ®com Blue ®
M gel 7 dias (C, D) apds implanta¢cdes.Coloragdo: TM; Escala: 50um ON:
Neoformacédo 0ssea . TC: Tecido Conjuntivo e Setas: paredes de 0sso pré

-existente.
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4.1.2 Blue® M gel e Bonefill®

Aos 7 dias, nota-se fragmentos de biomaterial entremeados por tecido conjuntivo
com material basofilico amorfo sugerindo gel, exsudato hemorragico e infiltrado
inflamatoério. Circundando o defeito nota-se parede de 0sso pré-existente e
neoformacédo éssea a partir das extremidades.(Figura C-D)

Aos 42 dias, observa-se area do defeito preenchida por tecido conjuntivo fibroso
na porgao central, com pequenas ilhas de reagéo de granulagao.

Nota-se neoformacéo 6ssea da periferia do defeito em direcdo ao centro.(Figura
G-H)

Figura 5: Fotomicrografia do Bonefill ® 42 dias(E-F) e Bonefill® com Blue ®

M gel 42 dias(G-H)apds a implantacdo.Coloragdo: TM; Escala: 50pum. BM:
Biomaterial, ON:Neoformacé&o 6ssea. CT: Tecido Conjuntivo O: pequenas
ilhas 6sseas e Setas: llhas de reacado de granulacdo.
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5-DISCUSSAO

O aspecto mais importante no desenvolvimento de novos biomateriais
0 teste pré-clinico para posterior avaliagdo em ensaios clinicos. Neste estudo
foram utizados ratos que séo animais de pequeno porte e possuem baixo custo,
o que facilita o experimento. Os ratos também apresentam semelhancas com os
seres humanos no que diz respeito a composicdo o0ssea, densidade mineral
6ssea e resisténcia a fratura.?* Essas semelhancas sdo importantes porque
experimentos utilizando animais com maiores similaridades fisiol6gicas,
anatbmicas e organicas para humanos produzem resultados de pesquisa mais
aplicaveis ao uso em humanos.

Nenhuma ou pouca inflamacéo clinica foi observada no pés-cirdrgico, o
que confirma a biocompatibilidade de ambos materiais utilizados e que j& estédo
disponiveis comercialmente para uso em humanos. O Blue® M utiliza um
mecanismo para levar oxigénio ativo (H202) de maneira controlada diretamente
ao local cirtrgico. Em contato com o soro fisioldgico, o perborato de sédio é
convertido em borato de sédio, em concentracdes baixas de 0,003% - 0,015%,
desta forma, o peroxido de hidrogénio tem acdo desinfetante, apresenta efeito
guimiostatico sobre os leucécitos e acao antibacteriana durante o” bust”
respiratério dos neutrofilos no fluido normal da ferida. Neste estudo, ndo foi
observado abscesso, necrose tecidual ou retardo cicatricial gengival em ambos
os grupos. Os neutrofilos sdo fagoécitos que emitem prolongamentos
citoplasmaticos que envolvem as particulas estranhas. Logo, essas particulas
sdo digeridas por enzimas presentes nos vacuolos celulares. Ao fagocitar, forma-
se um fagossomo. Dessa forma, o fagossomo libera enzimas hidroliticas e de
espécie reativa do oxigénio. O consumo de oxigénio durante a reacdo de
oxigénio é chamado de queima respiratoria, ou “bust” inflamatério. Essa queima
respiratoria ndo tem nenhuma ligacdo com a respiracao celular ou producéo de
energia. A queima respiratoria ativa a enzima NADPH — oxidase, que produz
guantidades de superéxido (uma espécie reativa do oxigénio). O superoxido gera
o peréxido de hidrogénio que se converte em acido hipocloroso (HCIO) pela

enzima mieloperoxidasse. E o HCIO que tem a propriedade para matar a bactéria
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fagocitada. Dessa forma, esses eventos parecem favorecer o mecanismo
cicatricial e de reparo na ferida cirdrgica, uma vez que o oxigénio é essencial na
formacgao e organizagao do colageno, aumentando a sua sintese e resisténcia
do tecido, além de intensificar a angiogénese e promover a revascularizacdo.?
Apesar desta acdo comprovada da oxigenoterapia néo foi observada nenhuma

diferenca no reparo alveolar entre os grupos com e sem o Blue-M®.

O biomaterial utilizado para este estudo foi o Bonefill® Porous granulagao
fina. O mesmo apresenta granulometria de 0,10<x<0,60 mm da empresa
Bionnovation Biomedical (Bauru - Sao Paulo), tem propriedade osteocondutora
por ser uma hidroxiapatita (HA) bovina liofilizada. Além da porosidade, a
aglutinacao de particulas apresenta maior liberdade para determinar formas para
produzir scaffolds. Devido a origem natural, este material é comparavel a
estrutura mineral e morfolégica do 0sso humano mineralizado. E biocompativel,
nao apresenta citotoxicidade, toxidade sistémica aguda, toxidade sub-crénica,
carcinogenicidade, genotoxicidade e ndo é um produto sensibilizante (ISO
10993-1). O oxigénio é essencial para a explosao respiratoria, a qual esta
relacionada a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) usadas por
fagdcitos, tais como, os neutréfilos e macrofagos na atividade anti bacteriana, e
também na remocé&o de detritos de células mortas. Os niveis de oxigénio afetam
0 crescimento e a taxa de crescimento de novos vasos sanguineos. A criacao
desses novos vasos sanguineos (angiogénese) junto a revascularizacao, €
essencial para o crescimento e sobrevivéncia do tecido de reparacdo. O oxigénio
ativo promove a transducao de sinalizacdo do fator de crescimento; as espécies
reativas de oxigénio (ERO), sdo cruciais para os processos de sinalizacdo dos
fatores e processos de crescimento tais como mobilidade celular, recrutamento
de leucécitos, angiogénese e formacdo de matriz extracelular.® Neste estudo
foram avaliadas as imagens histologicas da regido do terco médio do alvéolo
dentario e foi observada a presenca de vasos neoformados em ambos os grupos,
nao foi observada uma predominancia de neoformacéo vascular no grupo com
Blue®M gel.



Os biomateriais sdo a op¢do mais estudada com intuito de reparo 6sseo
comparados ao 0sso autdogeno. Na osteoconducdo, a migracao de capilares e
células do leito receptor se diferenciam dentro da estrutura calcificada (material
de enxerto), facilitando a migracdo dos capilares e funcionando como um

arcabouco.®

Na forma granulada, o Bonefill® Porous, atua como mecanismo
osteocondutor favorecendo o crescimento e regeneracdo O0ssea. Devido ao
grande volume dos poros de interligacdo e da composi¢cao natural, produzem

comumente a formagé&o e o crescimento de 0sso novo no local do implante.

O presente estudo incorporou Blue® M gel ao xenoenxerto bovino
Bionnovation® afim de avaliar a resposta tecidual apés implantacdo em alvéolos
dentérios de ratos. Para avaliacdo do reparo 6sseo, o corte do bloco ésseo ideal
€ a do terco médio, certo de que, diminuira o viés do terco cervical e apical devido
a contaminacdo externa e do apical devido a convergéncia das paredes que
facilita a osteoconducéo.

Existe uma escassez na literatura acerca do Blue® M gel. Logo, novos
estudos devem ser realizados para apresentacdo de novos dados que

corroborem a efetividade do produto.

6-CONCLUSOES

Com base nesses resultados, podemos concluir que o biomaterial
analisado foi considerado compativel e osteocondutor, e a associagdo com gel
ativo a base de oxigénio nao interferiu ou melhorou a reparacéo 0ssea durante

0S periodos experimentais.
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Servigo Publico Federal
Universidade Federal Fluminense
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduacio e Inovagdo
Comissdio de Eticano Uso de Animais

Certificamos que o projeto protocolo n® 949, intitulado “Awvaliacdo in vivo
de xenoemxerto de origem bovina associado ao Blue M gel” sob a orientacdo da
Prof*. Dra. Ménica Diuana Calasans Maia. da Faculdade de Odontologia, esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal da SBCAL e obteve a
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais em 19 de junho de 2017. A
quantidade total de animais aprovada pela CEUA para este projeto foi de trinta (30)

ratos, e este certificado ¢ valido por trés anos apds sua aprovacio.

Niterdi, 19 de junho de 2017.

Presidente da CEUA









