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RESUMO

SOUSA, Y. M. G. Comparacgao de dois substitutos 6sseos de origem bovina no
reparo de defeitos criticos em calvaria de ratos. 2026. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba,
2026.

A regeneragdo 6ssea guiada (ROG) corresponde a uma técnica fundamental na
implantodontia, consolidada como uma abordagem que possibilita a formacéo de um
arcabouco 6sseo adequado para a instalagdo de implantes dentarios. Entre os
biomateriais, os enxertos xendgenos de origem bovina destacam-se pela
biocompatibilidade e propriedades osteocondutoras. Este estudo avaliou o reparo
O0sseo de defeitos criticos em calvarias de ratos preenchidos por dois substitutos
0sseos a base de hidroxiapatita e colageno com diferentes concentragdes. Foram
utilizados 54 ratos Wistar submetidos a confec¢cdo de defeito critico de 5 mm e
preenchidos com materiais de acordo com os grupos: CS (Coagulo Sanguineo), EX
(Extra Graft®), BO (Bio-Oss Collagen®), recobertos por membrana de colageno (Green
Membrane®). Os animais foram eutanasiados aos 7, 14 e 28 dias, e as amostras
analisadas por microtomografia e histomorfometria. Aos 14 e 28 dias, o grupo EX
apresentou maior porcentagem de volume 6sseo (p < 0,05) e melhor microarquitetura
trabecular em comparagdo com o grupo BO e CS. Aos 28 dias, o grupo EX
demonstrou valores maiores em relagédo ao grupo BO. O grupo EX também exibiu
maior deposicao inicial de matriz colagena, vascularizagao e neoformagao 6ssea mais
evidente, com sinais de integracdo e remodelacao tecidual até os 28 dias. Os
resultados sugerem que o biomaterial EX € uma opgao promissora para a ROG,

devido a sua capacidade osteocondutora e integragao tecidual.

Palavras-chave: biomateriais; regeneragédo 0ssea; enxerto xendgeno; colageno.



ABSTRACT

SOUSA, Y. M. G. Comparison of two bovine bone substitutes in the repair of
critical defects in rat calvaria. 2026. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2026.

Guided bone regeneration is a fundamental technique in implant dentistry, established
as an approach that enables the formation of a suitable bone framework for the
placement of dental implants. Among biomaterials, xenogeneic grafts of bovine origin
stand out for their biocompatibility and osteoconductive properties. This study
evaluated the bone repair of critical defects in rat calvaria filled with two bone
substitutes based on hydroxyapatite and collagen at different concentrations. Fifty-four
Wistar rats were used, subjected to the creation of a 5 mm critical defect and filled with
materials according to the groups: CS (Coagulo Sanguineo), EX (Extra Graft®), BO
(Bio-Oss Collagen®), covered by a collagen membrane (Green Membrane®). The
animals were euthanized at 7, 14, and 28 days, and the samples were analyzed by
microtomography and histomorphometric. At 14 and 28 days, the EX group showed a
higher percentage of bone volume (p < 0.05) and better trabecular microarchitecture
compared to the BO and CS groups. At 28 days, the EX group showed higher values
compared to the BO group. The EX group also exhibited greater initial deposition of
collagen matrix, vascularization, and more evident bone neoformation, with signs of
tissue integration and remodeling up to 28 days. The results suggest that the EX
biomaterial is a promising option for guided bone regeneration due to its

osteoconductive capacity and tissue integration.

Keywords: biomaterials; bone regeneration; xenograft; collagen.
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1 INTRODUGAO

A regeneragao 6ssea guiada (ROG) corresponde a uma técnica fundamental
na implantodontia, consolidada como uma abordagem que possibilita a formacéao de
um arcabougo 0sseo adequado para a instalacdo de implantes e contribui para o
sucesso clinico e longevidade das reabilitagdes implantossuportadas, uma vez que
esses desfechos estdo relacionados a quantidade e qualidade do tecido 6sseo
presente no sitio receptor [1-4]. O avango dos biomateriais e técnicas cirurgicas tém

permitido resultados clinicos mais previsiveis [5].

O enxerto xendgeno de origem bovina tem se destacado devido a sua
biocompatibilidade, propriedades osteocondutoras e viabilidade econémica [6]. Em
comparagao com os enxertos autdégenos, considerados o padrao-ouro, permite ampla
disponibilidade, dispensa um segundo sitio cirurgico, reduz o tempo operatério e a
morbidade [7]. A matriz éssea do 0sso xendgeno apresenta propriedades fisico-
quimicas que favorecem a integragao com o tecido receptor e a ROG sem riscos de

rejeicdo imunologica [8, 9].

As diferentes apresentag¢des dos biomateriais xenégenos podem influenciar na
adaptacgao e a estabilidade no leito receptor, o que pode resultar no comprometimento
do reparo 6sseo [10]. Além disso, todos os tipos de enxerto apresentam limitacoes
relacionadas ao fornecimento, a imunogenicidade e ao desempenho mecanico, o que
impulsiona a inovagao no desenvolvimento de biomateriais [5]. Essas limitagdes
motivaram o avanco de composi¢des que associem a hidroxiapatita (HAp) e o
colageno, visando melhor coesao, manipulagdo e manutengéo do volume do enxerto
[11].

Atualmente, o colageno esta sendo amplamente investigado no campo da ROG
como um material substituto, devido a sua biocompatibilidade, hidrofilia, baixo
potencial imunogénico, adaptabilidade e atuagdo como arcabougos fundamentais
capazes de transportar agentes bioativos. Além disso, pode ser processado em varias
formas, como scaffolds, esponjas, membranas, hidrogéis e materiais compdsitos [12].
Estudos clinicos tém evidenciado melhora significativa em parametros associados ao
volume 6sseo, além de destacarem a simplicidade da técnica [13, 14]. Um estudo que

avaliou a regeneragdo 0ssea em calvarias de coelhos utilizando biomateriais com
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diferentes concentragcbes de colageno, demonstrou resultados mais favoraveis para

as formulagdes com maior teor desse componente [15].

Estruturas a base de hidroxiapatita e colageno tém demonstrado potencial para
otimizar o reparo 6sseo e favorecer a osseointegragao, em razao da sinergia entre as
propriedades osteocondutoras da hidroxiapatita e a matriz organica do colageno [11].
Entretanto, o impacto das diferentes concentragbes de colageno no reparo 6sseo
ainda ndo esta completamente elucidado. Esse estudo teve o objetivo de avaliar o
reparo O0sseo de defeitos criticos em calvarias de ratos preenchidos por dois
substitutos 6sseos a base de hidroxiapatita e colageno com diferentes concentragdes,
um composto por 90% de granulos de hidroxiapatita bovina e 10% de colageno (Bio-
Oss Collagen®) e outro por 75% de hidroxiapatita bovina e 25% de colageno (Extra
Graft®).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho do Estudo

O presente estudo foi conduzido conforme as diretrizes da ARRIVE guidelines
[16] e aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FOA - UNESP) sob o protocolo N° 707/2024 (Anexo A).

2.2 Animais

Foram utilizados cinquenta e quatro ratos Wistar (Rattus Norvegicus Albinus)
machos, adultos e com peso entre 300-350 gramas, provenientes do Biotério Central
da Universidade (FOA/UNESP). Esses animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Diagnostico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Aracgatuba
— UNESP, alojados em gaiolas plasticas padrao, contendo trés animais por gaiola, sob
controle de temperatura e ciclo de luz do ambiente, com livre acesso a ragao solida e
agua ad libitum durante todo o periodo experimental. O calculo amostral foi realizado
de acordo com estudo prévio [17]. Para a determinacdo do poder estatistico da
amostra, foi considerado um nivel de significancia de 5% (com desvio padrao de 2%),
e um poder de teste de 80%, com alpha definido como 0,05 (seis ratos por grupo) para

comparar os diferentes grupos por tempo de analise.

2.3 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos em trés grupos de acordo com o tratamento

proposto:

. Grupo CS: defeito critico preenchido por coagulo sanguineo para a

representagcéo do grupo controle negativo (N = 18);

. Grupo BO: defeito critico preenchido por composto xendgeno bovino Bio-Oss
Collagen® (Geistlich Pharma, Wolhusen, Suiga) para a representagdo do grupo

controle positivo (N = 18);

. Grupo EX: defeito critico preenchido por composto xendgeno bovino Extra
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Graft XG-13® (Implacil De Bortoli, Sdo Paulo, Brazil) (N = 18).

As cavidades de todos os grupos foram recobertas por membrana acelular
Green Membrane® (Regener biomaterials, Curitiba, Brazil) de medidas 40 mm x 25
mm x 1 mm, que consiste em uma membrana organica natural, derivada do tendao

bovino, composta por 100% de colageno tipo |, biocompativel e estéril.

Figura 1 — Imagem representativa do fluxograma de distribuigcao dos animais em

grupos de acordo com os tempos e tratamentos utilizados

N= 54 ratos
CS=18 BO=18 EX=18
I I I
7 dias N= 6 7 dias N= 6 7 dias N= 6
14 dias N= 6 14 dias N= 6 14 dias N= 6
28 dias N= 6 28 dias N= 6 28 dias N=6

Fonte: Elaborado pela prépria autora

2.4 Procedimento Cirurgico

Todos os animais foram mantidos em jejum por 12 h antes do procedimento
cirurgico. Em seguida, procedeu-se a pesagem, para realizagdo da anestesia geral
sob sedacdo com aplicacao intramuscular de 90 mg/kg de Cloridrato de Cetamina
10% (Vetaset® - Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sdo Paulo) associada a
10 mg/kg de Cloridrato de Xilazina 2% (Dopaser® - Laboratério Calier do Brasil Ltda,
Osasco, SP, Brasil). Foi realizada a tricotomia na regido fronto-parietal do animal
(Figura 1- A), seguida de antissepsia com solugao de polivinil pirrolidona iodo tépico
(PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, Brasil).

No intuito de analgesia local e hemostasia do campo operatério foi empregada
a anestesia local de Cloridrato de Mepivacaina 2% com Epinefrina 1:100.000
(Mepiadre® - DFL Industria e Comércio S.A., Jacarepagua RJ, Brasil) (Figura 1- B). O
acesso cirurgico foi realizado por meio de uma inciséo linear em forma “V” de 2

centimetros com uma Iamina de bisturi 15C (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japan)
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(Figura 1- C) montada em um cabo nimero 3 (Hu-Friedy®, Chicago, IL, USA), seguido

por descolamento mucoperiosteal do retalho e exposi¢ao do osso parietal.

Uma osteotomia bicortical da regido central do osso parietal foi realizada com
uma broca trefina de 5 mm de didmetro interno (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil),
acoplada em um contra angulo redutor 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinville, SC, Brasil),
conectado a uma pega de mao (BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, Sao Paulo, Brasil)
com velocidade de 1200 rpm e torque de 35 N (Figura 1- D). A calota craniana foi
cuidadosamente removida com um descolador de periésteo, com a finalidade de
preservar a integridade da dura-mater (Figura 1- E). Em seguida o defeito critico foi
preenchido (Figura 1- F) conforme os trés grupos de tratamentos propostos (CS, BO,
EX), com auxilio de um aplicador de biomaterial (Dental Bone Graft Carrier Titanium
3.5/3.9 mm de diametro, Osung, EUA). O volume de biomaterial utilizado para o
preenchimento dos defeitos foi padronizado com base no calculo do volume do defeito
critico criado. Considerando o formato cilindrico do defeito de 5 mm de didmetro
interno, o volume foi determinado por meio da férmula V = 1rr?h, onde r corresponde
ao raio do defeito (2,5 mm) e h a espessura da calota craniana. A espessura média
da calota craniana de ratos Wistar machos adultos, com aproximadamente 3 meses
de idade e peso entre 300 g e 350 g, € de aproximadamente 1,0 mm [18]. Dessa
forma, o volume calculado foi de aproximadamente 19,6 mm? por defeito, sendo esse
valor utilizado como referéncia para padronizagdo da quantidade de biomaterial
inserida em todos os grupos experimentais. Com o intuito de preservar o espacgo do
defeito ésseo sem interferéncia de tecidos moles, todos os defeitos foram recobertos
por uma membrana absorvivel (Green Membrane®, Regener biomaterials, Curitiba,
PR, Brasil) (Figura 1- G). Para finalizagdo do procedimento, os tecidos moles foram
cuidadosamente reposicionados e suturados com fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) em plano unico externo (Figura
1- H).

Figura 2 - Imagens representativas da cirurgia experimental. (A) Tricotomia na
regido fronto-parietal (B) Antissepsia com solugao de povidona-iodo tépico
(PVPI1 10%) e anestesia local com Cloridrato de Mepivacaina 2% com Epinefrina
1:100.000 (C) Incisdo em “V” em regiao fronto-parietal. (D) Osteotomia bicortical

em regiao central da calota com uso de trefina 5 mm (E) Defeito 6sseo em regiao
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central da calota (F) Substituto 6sseo em posicdo (G) Estabilizagcdao da

membrana. (H) Sutura

(4]

Fonte: Elaborado pela propria autora

2.5 Cuidados Pé6s-Operatérios

No pds-operatorio imediato, todos os animais receberam, via intramuscular,
24.000 Ul/kg de Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal Ltd., Sdo Paulo, Brasil) e de
50 a 100mg/kg de Dipirona Sdédica (Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltd.,
Sao Paulo, Brasil), via intraperitoneal. Os animais foram monitorados quanto ao bem-

estar geral e complicagbes pds-operatorias.

2.6 Eutanasia

Aos 7, 14 e 28 dias de pds-operatorio, os animais foram submetidos a eutanasia
por meio de uma dose tripla de anestésico, utilizando a cetamina 10%, 270 mg/kg
(Vetaset® - Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sao Paulo, Brasil) associado
a xilazina 2%, 30 mg/kg (Dopaser® - Laboratorio Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brazil), administrada por via intraperitoneal. Os periodos experimentais foram

estabelecidos com base nas fases bioldgicas do reparo 6sseo, correspondendo,
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respectivamente, a fase inflamatéria e proliferativa inicial, a fase de neoformagao 6ssea
e a fase de maturacdo e remodelacdo do tecido 6sseo [19; 20]. Em seguida, as
calvarias foram coletadas e fixadas em formol neutro tamponado a 10% (Reagentes
Analiticos®, Dinamica Odonto- Hospitalar Ltd., Catanduva, SP, Brasil) por 48 h, sendo

entdo submetidas a descalcificagao e processamento histolégico.

Figura 3 - Imagens representativas do fluxograma do tempo de trabalho

Procedimento

cirargico Eutandsia
dia 0 dia 7 dia 14 dia 28

Fonte: Elaborado pela prépria autora

2.7 Analises

2.7.1 Avaliagdo da Arquiterura Ossea por Microtomografia Computadorizada —
MCT

Foram selecionados, de forma aleatoéria, 04 amostras por grupo e por tempo de
eutanasia (14 e 28 dias). O periodo de 7 dias ndo foi incluido na analise
microtomografica devido ao predominio da fase inflamatéria e proliferativa inicial do
reparo 0sseo, caracterizada majoritariamente por tecido ndo mineralizado, o que
inviabiliza a obtencdo de parametros morfométricos confiaveis por meio da
microtomografia computadorizada [21]. Apds fixagdo em formaldeido 10% durante 48
h e posterior lavagem em agua corrente por 24 h, as pegas foram mantidas em alcool
70%, e submetidas a avaliagao em microtomégrafo computadorizado (Skyscan 1172,
Kontich, Belgium). Foram utilizados os seguintes parametros: tamanho do pixel 11,87
pm, 50 kVp, filtro de 0,5 mm de aluminio, rotacao 0.6° e rotagao do arco de 180°. Apds
a digitalizacéo, as imagens obtidas foram importadas para o NRecon Reconstruction
Software (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para a reconstrugao tridimensional (3D)
das calotas na escala de cinza, na qual as linhas vermelhas delimitaram a area
reconstruida e a linha verde o centro da regiao de interesse. Apos a obtengao das

imagens em 3D, o Software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) foi
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utilizado para a determinagao do volume de interesse (VOI) através do alinhamento
da peca nos 3 planos (sagital, coronal e axial) e calculo das médias de volume para
delimitacdo do ROI (5 x 5mm), e os cortes foram salvos para analise 6ssea pelo
Software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium). Os parametros
morfométricos avaliados foram volume 6sseo (BV), porcentagem de volume 6sseo
(BVITV), espessura das trabéculas (Tb.Th), numero de trabéculas (Tb.N), separagao
das trabéculas (Tb.Sp) e porosidade total (Po.tot). Todos os dados foram tabulados

para posterior analise estatistica.

2.7.2 Andlise Histologica e Histomorfométrica

Apos fixacdo em formaldeido 10% por 48 h, as amostras foram lavadas em
agua corrente e desmineralizadas em solugao constituida de PBS acrescida de 10%
de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por 8 semanas. Apos a descalcificagao,
as pecas foram gradualmente desidratadas em alcdois (70 a 100%), com posterior
diafanizacdo com xilol e inclusdo em parafina. Na sequéncia, microtomia com secoes
axiais seriadas de 5 ym de espessura (Leica Biosystems), montagem de laminas e
coloragao em hematoxilina e eosina (HE). Um unico investigador (cego em relagao a
alocagao dos grupos) realizou a analise histologica qualitativa descritiva em todas as
amostras. As fotos foram montadas em panordmica para analise qualitativa. A
descrigao histoldgica foi realizada a partir das panoramicas obtidas através do scanner
de laminas (Motic VM 3.0 — Motic Digital Slide Assistant, State University of New York,
USA) e a confirmacéao das estruturas encontradas nos maiores aumentos. A avaliagao
descritiva considerou a presencga e a distribuicao de tecido 6sseo neoformado, tecido
conjuntivo, infiltrado inflamatdrio e a presenga ou auséncia dos biomateriais nas areas
experimentais. Para a analise histomorfométrica, os cortes histolégicos foram
fotografados com aumentos de 4x e 40x. As imagens obtidas foram salvas em formato
JPEG e analisadas por meio da ferramenta hands free do software ImageJ® (U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). A partir dessa analise, a area de
0sso neoformada foi selecionada dentro da area do defeito 6sseo e separada da area

correspondente ao tecido conjuntivo e ao biomaterial, quando presente.

2.7.2.1 Analise do Perfil Inflamatoério
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Para a avaliagdo do perfil inflamatdrio, foi realizada a contagem das células
inflamatadrias, bem como de vasos sanguineos. Para isso, uma lamina de cada animal,
em cada tempo experimental, foi selecionada. De cada lamina, foram obtidas trés
imagens fotomicrograficas em microscopio de luz (DM 4000B, Leica), acoplado a um
sistema de captura de imagens composto por processador de imagens coloridas
(software Leica Qwin V3, Leica), camera digital colorida (DFC 500, Leica) e
computador (Intel Core i5, Intel Corp., Santa Clara, CA, USA; Windows 10, Microsoft
Corp., Redmond, WA, USA).

As imagens foram obtidas com aumento de 100%, sendo uma fotografia
realizada no centro do defeito 6sseo, uma a direita e outra a esquerda. A analise das
imagens foi realizada por um avaliador previamente calibrado e cego quanto aos
grupos experimentais e aos periodos de avaliagao, a fim de reduzir possiveis vieses
de mensuragdo. As imagens foram analisadas no software ImageJ® no qual foi
aplicada uma grade (grid) contendo 130 pontos. Foram contabilizadas todas as células
inflamatdrias e os conjuntos de vasos sanguineos que tocavam as intersec¢des dos

pontos da grade.

2.7.2.2 Analise de birrefrigéncia

Os niveis de maturacdo das fibras colagenas foram avaliados em cortes
histolégicos corados com Picrosirius Red (PSR) e analisados sob microscopia de luz
polarizada. As imagens foram obtidas em microscépio 6ptico com filtro polarizador,
sob ampliacdo de 400x, e analisadas por meio do software Leica LAS (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha). A classificagdo das fibras colagenas foi realizada
com base no padrao de birrefringéncia observado sob luz polarizada. Fibras com
tonalidades amarelo-esverdeadas foram consideradas finas e imaturas, enquanto
fibras com tonalidades vermelho-amareladas foram classificadas como espessas e
maduras. Apds a selegao das cores correspondentes a cada tipo de fibra colagena, o
software calculou automaticamente a area marcada para cada espectro cromatico e
foram submetidas a analise estatistica para determinagcdo da média e do desvio
padrao para cada grupo, em cada intervalo de tempo experimental.
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2.7.3 Analise Estatistica

A analise dos dados foi executada no software GraphPad Prism 8.0.1. A
distribuicdo dos dados foi verificada utilizando o teste de normalidade (Shapiro-Wilk).
Apods a confirmacgao da distribuicdo normal das amostras, teste ANOVA 2-fatores e o
poOs-teste de Tukey para comparagdes multiplas foram realizados, avaliando-se a
significancia intra e intergrupos. Todos os testes estatisticos foram considerados com

nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliagao por Micro-tomografia Computadorizada — uCT

A analise microtomografica revelou diferengas significativas entre os grupos ao
longo dos periodos avaliados. Aos 14 dias, o grupo EX apresentou maior volume
o0sseo (BV) que CS e BO (p < 0,0001 e p < 0,01, respectivamente). Além disso,
observou-se diferenga significativa entre os periodos para o proprio grupo EX, com
BV aos 28 dias sendo inferior ao valor obtido aos 14 dias (p = 0,0015). A propor¢ao
de volume 6sseo por volume de tecido (BV/TV) seguiu padrdao semelhante, com EX
exibindo valores mais elevados que CS e BO aos 14 dias (p < 0,0001 para ambas as
comparagdes) e permanecendo superior aos dois grupos aos 28 dias (p = 0,01 ep =

0,001, respectivamente).

Na avaliagcdo dos parametros microestruturais relacionados a qualidade do
tecido 6sseo, no numero de trabéculas (Tb.N), EX apresentou valores
significativamente maiores que BO aos 14 dias (p = 0,0013), enquanto aos 28 dias CS
mostrou valores superiores a BO (p = 0,017). A separacgao trabecular (Tb.Sp) foi
menor no grupo EX em comparagéo ao CS aos 14 dias (p = 0,0052), sem diferengas
relevantes entre os grupos aos 28 dias. A espessura trabecular (Tb.Th) foi
consistentemente maior nos grupos BO e EX em relagdo ao CS tanto aos 14 quanto
aos 28 dias (p < 0,0001 em todas as comparagdes). Quanto a porosidade total
(Po.Tot), o grupo CS apresentou valores mais altos que BO e EX aos 14 dias (p <
0,0001 para ambos). Aos 28 dias, a porosidade permaneceu maior em CS quando
comparado a EX (p = 0,0137), e BO apresentou porosidade superior a de EX (p =
0,0008).

Os grupos preenchidos com biomateriais apresentaram maior neoformagao
O0ssea e microarquitetura mais favoravel em comparagao ao coagulo sanguineo, com
destaque para o grupo EX, que demonstrou desempenho superior na maior parte dos

parametros avaliados.
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Figura 4 - Analise por microtomografia computadorizada do reparo 6sseo em
defeitos criticos. (A) Volume Osseo; (B) Volume Osseo por Volume de Tecido
(BV/TV); (C) Numero de Trabéculas (Tb.N.); (D) Separagao Trabecular (Tb.Sp);
(E) Espessura Trabecular (Tb.Th); (F) Porosidade Total (Po.Tot). Diferengas

estatisticamente significativas indicadas nas figuras
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Figura 5 - Reconstrugdes tridimensionais obtidas por microtomografia

computadorizada dos grupos BO e EX nos periodos de 14 e 28 dias

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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3.2 Avaliagao Histologica

A avaliagao histolégica permitiu identificar padrdoes distintos de reparagao

tecidual ao longo dos periodos experimentais.

Figura 6 - Fotomicrografias panoramicas dos grupos CS, BO e EX em todos os
periodos experimentais de 7, 14 e 28. As imagens superiores a cada panoramica

representam a area ampliada (40x) do tecido na area do coto esquerdo, centro

do defeito e coto direito

Fonte: Elaborado pela prépria autora

3.2.1 Grupo CS

Aos 7 dias o defeito encontrava-se predominantemente preenchido por tecido
de granulagéo, sem formacgao éssea na regiao central. Na reconstrugdo panoramica,
observa-se o arcabougo da membrana ainda bem definido, permeado por células
inflamatdrias e matriz conjuntiva. Observou-se apenas discreta neoformacao 6ssea
restrita as bordas, composta por tecido désseo imaturo, enquanto o tecido de
granulacado apresentava macréfagos, neoformagédo vascular, fibroblastos e matriz
extracelular pouco organizada. Aos 14 dias, a neoformacédo 6ssea permanecia
limitada aos cotos e o centro do defeito mostrava-se preenchido por tecido conjuntivo
fiboroso mais organizado, acompanhado de intensa atividade fibroblastica e

neoformacao vascular. E possivel observar a membrana em avancado processo de
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degradagdo. No 28° dia, verificou-se avango do processo de regeneragdo, com
expansao da formagao Ossea a partir das margens dos cotos; contudo, a porgao
central ainda era composta por tecido conjuntivo frouxo ndo modelado, com pequenas
ilhotas de osso neoformado distribuidas perifericamente e presenca de células
osteoprogenitoras. E evidenciado o arcabouco da membrana com colabamento para

o interior dos defeitos na maioria dos espécimes.

Figura 7 - Fotomicrografias da regidao dos cotos 6sseos e do centro do defeito

do grupo CS na magnificagao de 40x
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
3.2.2 Grupo BO

Aos 7 dias numerosos granulos de hidroxiapatita encontravam-se distribuidos
ao longo do defeito, sem sinais iniciais de remodelagdo, envolvidos por tecido
conjuntivo vascularizado e infiltrado inflamatério moderado. Na reconstrugao
panoramica, observa-se o arcabou¢o da membrana ainda bem definido, permeado
por células inflamatoérias e matriz conjuntiva. Aos 14 dias, os granulos mantinham-se
estaveis e amplamente integrados ao tecido conjuntivo, que apresentava maior
organizagéao das fibras colagenas e redugéo do infiltrado inflamatdrio. Pequenas ilhas
de neoformacéo Ossea eram identificadas tanto no centro quanto nas margens do

defeito. A imagem panoramica demonstra o arcabougo da membrana em avangado
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processo de degradacdao. No 28° dia, o tecido conjuntivo mostrava maturagao
progressiva, com areas mais expressivas de osso neoformado envolvendo os
granulos, indicando inicio da integragao e remodelagdo do biomaterial. Foi possivel
observar ainda, a degradagao continua do arcabougo da membrana, ja amplamente

permeada por tecido conjuntivo.

Figura 8 - Fotomicrografias da regiao dos cotos 6sseos e do centro do defeito

do grupo BO na magnificagao de 40x

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

3.2.3 Grupo EX

Aos 7 dias havia extensa distribuicdo de granulos de hidroxiapatita por todo o
defeito, circundados por abundante matriz colagena recém-depositada, tecido
conjuntivo jovem e intensa vascularizagdo, acompanhados por infiltrado inflamatério
compativel com fase inicial de reparo. O arcabougo colageno da membrana
permanece integro. Aos 14 dias, os granulos permaneciam envolvidos por tecido
conjuntivo mais organizado, com maior alinhamento das fibras colagenas, presenca
de vasos sanguineos e células multinucleadas associadas a remodelagao do
biomaterial. A neoformagao 6ssea era mais evidente nas proximidades dos cotos e o

arcabougo da membrana encontrava-se em processo progressivo de reabsorcéo, ja
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amplamente permeado por células do tecido conjuntivo e vasos sanguineos. No 28°
dia, a maioria dos espécimes apresentava defeitos em estagio avancado de
reparacao, demonstrando tendéncia ao fechamento parcial ou quase completo, com
granulos de hidroxiapatita ainda presentes na regido central. Em maior maturagao
tecidual, observavam-se areas de osso neoformado envolvendo os granulos, vasos
sanguineos e células gigantes multinucleadas, caracterizando processo ativo de
remodelagdo. Verificava-se também, a degradagao continua do arcabougo colageno

da membrana.

Figura 9 - Fotomicrografias da regiao dos cotos 6sseos e do centro do defeito

do grupo EX na magnificagao de 40x

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

3.2.4 Analise Histomorfométrica — Osso neoformado

A analise histomorfométrica demonstrou aumento progressivo da area de 0sso
neoformado em todos os grupos ao longo dos periodos experimentais, com diferencas
quantitativas significativas entre os tratamentos. De maneira geral, os valores obtidos
corroboraram os achados da analise histoldgica descritiva.

O grupo CS apresentou os menores valores de area de 0osso neoformado em
todos os tempos avaliados, evidenciando formagao 6ssea limitada e progressao lenta
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do reparo (p<0.05). O grupo BO apresentou valores intermediarios, com aumento
significativo da area 6ssea ao longo do tempo, porém mantendo padrdes quantitativos
inferiores ao grupo teste nos periodos intermediario e tardio.

O grupo EX apresentou valores superiores de area de osso neoformado,
especialmente aos 14 e 28 dias, indicando maior eficiéncia no processo de reparo
0sseo (p<0.05). A progressao temporal intragrupo foi mais acentuada nesse grupo,
refletindo maior quantidade de tecido 6sseo neoformado quando comparado aos

grupos CS e BO.

Figura 10 - Avaliagao histométrica de osso neoformado dos grupos CS, BO e EX
aos 7, 14 e 28 dias. * indica diferenga estatistica comparado ao mesmo grupo
em 7 dias (p<0.05), # indica diferenga estatistica comparado ao mesmo grupo
em 14 dias (p<0.05)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
3.2.5 Analise Histomorfométrica - Perfil Inflamatério

A analise histomorfométrica da contagem de células inflamatérias evidenciou
diferencas estatisticas na comparacao intra e intergrupos ao longo dos periodos

experimentais.

Figura 11 - Comparacgoes das médias e desvio padrao inter e intragrupos para a
analise de células inflamatérias nos periodos de 7, 14 e 28 dias. * indica
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diferenga estatistica comparado ao mesmo grupo em 7 dias (p<0.05), # indica

diferenga estatistica comparado ao mesmo grupo em 14 dias (p<0.05)

Células Inflamatorias

0.001
407 miﬁmq cS
HEm BO
B EX

7 dias 14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Na analise intragrupo, observou-se redugdo na quantidade de ceélulas
inflamatdrias entre os periodos de 7, 14 e 28 dias em todos os grupos avaliados (p <
0,001). Na andlise intergrupos, aos 7 dias, os grupos BO e EX apresentaram maior
contagem de células inflamatérias quando comparados ao grupo CS (p < 0,001),
sendo o grupo EX aquele com os maiores valores. Aos 14 dias, manteve-se o padrao,
com 0s grupos tratados apresentando valores superiores ao controle negativo,
destacando-se o grupo EX em relagdo ao BO (p < 0,001). No periodo de 28 dias,
apesar da reducdo da resposta inflamatoéria, os grupos BO e EX continuaram
apresentando contagens maiores que o grupo CS (p < 0,001), com o grupo EX
mantendo valores discretamente superiores ao BO.

A avaliagao da capacidade angiogénica demonstrou diferengas estatisticas na

comparagao intra e intergrupos ao longo dos periodos experimentais.

Figura 12 - Comparagoes das médias e desvio padrao inter e intragrupos para a
analise de capacidade angiogénica (vasos sanguineos) nos periodos de 7, 14 e

28 dias. * indica diferenga estatistica comparado ao mesmo grupo em 7 dias
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(p<0.05), # indica diferenga estatistica comparado ao mesmo grupo em 14 dias
(p<0.05)

Vasos sanguineos

8- 0.001 CS
p=0.002 p<0.001 - EO
6 =0.001
x X B EX
4 * #
T * #
T *
2-
T

7 dias 14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Na analise intragrupo, observou-se redugdo do numero de vasos sanguineos
em todos os grupos ao longo do tempo, com diferengas estatisticas aos 28 dias
quando comparados aos periodos de 7 e 14 dias (p < 0,05). Na analise intergrupos,
aos 7 dias, os grupos BO e EX apresentaram maior densidade vascular em
comparagao ao grupo CS (p = 0,002 e p < 0,001, respectivamente). Aos 14 dias,
manteve-se o padrao, com os grupos BO e EX apresentando valores superiores ao
controle negativo (p < 0,001). No periodo de 28 dias, apesar da redu¢do do numero
de vasos sanguineos em todos os grupos, os grupos BO e EX continuaram
apresentando maior densidade vascular quando comparados ao grupo CS, com
diferencas estatisticamente significativas, sendo observados ainda valores

discretamente superiores no grupo EX.

3.2.6 Analise de birrefringéncia
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Figura 13 — Representagao da coloragao PSR para identificar a maturidade das
fibras de colageno nos grupos BO e EX, aos 14 e 28 dias na regiao de coto

esquerdo e lateral do defeito

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Figura 14 — Analise da maturacao das fibras colagenas avaliadas por Picrosirius
Red sob luz polarizada. Quantificagao das fibras colagenas maduras (Red).

Quantificagao das fibras colagenas imaturas (Green)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Na analise das fibras colagenas maduras, aos 14 dias, o grupo BO foi superior
ao grupo EX (p = 0,022). Aos 28 dias, o grupo EX demonstrou valores maiores em
relagéo ao grupo BO (p = 0,006). Quanto as fibras colagenas imaturas, aos 14 dias, o
grupo EX foi superior ao grupo BO (p = 0,0158), enquanto aos 28 dias, o grupo BO

apresentou valores superiores ao EX (p = 0,0064).
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4 DISCUSSAO

Este estudo se destaca ao investigar o comportamento de diferentes
biomateriais em um modelo experimental de defeito critico em calvaria de ratos,
incluindo um grupo controle composto apenas por coagulo sanguineo. A avaliagao de
periodos precoces de reparo permitiu caracterizar de forma detalhada as fases iniciais
da regeneragdo Ossea e a interacdo direta entre os biomateriais e os tecidos
hospedeiros. Além disso, a combinagdo de analise histoldégica e microtomografia
computadorizada possibilitou uma visdo abrangente da dindmica de reparo em cada

grupo experimental.

O grupo CS evidenciou o potencial espontaneo do reparo e o impacto dos
biomateriais na ROG. Para assegurar a criagdo de um defeito critico, definido como
aquele cujo reparo completo ndo ocorre sem auxilio de materiais osteocondutores
[22], foi incluido o grupo CS, preenchido exclusivamente pelo coagulo sanguineo.
Para impedir que o espacgo fosse invadido por tecido mole, os defeitos de todos os
grupos foram recobertos por membrana absorvivel. Aos 28 dias no grupo CS, os
achados demonstraram que o defeito de 5 mm, preenchido em sua maioria por tecido
conjuntivo frouxo, foi adequado para este modelo, em concordancia com estudos
prévios [23]. A analise histomorfométrica revelou redugdo progressiva da resposta
inflamatdria e da densidade vascular ao longo do tempo; contudo, quando comparado
aos grupos tratados, o grupo CS apresentou contagens significativamente inferiores
de células inflamatérias e vasos sanguineos em todos os periodos avaliados. Esses
achados indicam que, embora o coagulo sanguineo seja capaz de desencadear uma
resposta inflamatéria e angiogénica inicial, essa resposta mostrou-se limitada para
sustentar um ambiente favoravel a neoformacido dssea, conforme esperado para
defeitos criticos sem intervengao. Assim, o grupo CS permitiu caracterizar a resposta
biolégica intrinseca ao defeito dsseo, evidenciando a necessidade da utilizagdo de

biomateriais osteocondutores.

A utilizacdo de membranas reabsorviveis permitiu manter a estabilidade do
defeito e criar um ambiente propicio para a regeneracao, atuando como barreira fisica
capaz de impedir a migracdo de tecidos moles e favorecer a osteogénese guiada.
Esse isolamento possibilitou avaliar de forma fiel o comportamento intrinseco dos

biomateriais em estudo, ja que o arcabougo da membrana sustentou a manutengao



34

do espago e a organizagdo inicial do coagulo, fatores essenciais para o
estabelecimento de uma matriz osteocondutora [24]. A integragdo progressiva da
membrana aos tecidos adjacentes, evidenciada pela sua permeagédo por células
inflamatorias e fibras conjuntivas nas analises histolégicas, esta alinhada com relatos
prévios que descrevem o potencial das membranas reabsorviveis em favorecer
neoformacéo Ossea, especialmente quando associadas a biomateriais [25]. Assim,
seu uso contribuiu de maneira decisiva para a padronizagao do reparo e para a

interpretacéo confiavel dos resultados obtidos.

Os trés grupos apresentaram neoformacgao 6ssea nos periodos experimentais,
porém com desempenhos distintos. O EX demonstrou maiores valores de volume
0sseo aos 14 e 28 dias em comparagao ao CS e ao BO. Pardmetros microestruturais,
como BV/TV, numero de trabéculas, espessura trabecular e porosidade também
foram favoraveis no grupo EX, que apresentou microarquitetura mais densa e
organizada nos dois periodos avaliados. Histologicamente, este grupo exibiu maior
deposigao inicial de matriz colagena, vascularizacdo e neoformagao 6ssea mais
evidente, com sinais de integracao e remodelagao tecidual até os 28 dias, enquanto o
CS mostrou reparo limitado as margens do defeito e o BO sustentou resposta mais
lenta e fibrosa. Embora todos os tratamentos tenham permitido algum grau de reparo
0sseo, os dados quantitativos e qualitativos apontam o EX como biomaterial de melhor
desempenho nos periodos avaliados. Esses achados estdo em consonancia com
resultados previamente descritos na literatura, conduzidos em modelos animais

distintos, reforgcando a consisténcia do desempenho biolégico do material [15].

Achados satisfatorios do grupo EX podem ser compreendidos através de sua
composicao, especialmente pela maior disponibilidade de colageno tipo | associado
aos granulos de hidroxiapatita. O colageno tipo | é a proteina mais abundante na
por¢ao organica do 0sso, que corresponde aproximadamente a 90% do total de
colageno do corpo e desempenha papel fundamental na adesao celular, proliferagao
de osteoblastos e deposi¢cdo inicial de matriz extracelular [26]. Biomateriais que
replicam essa composi¢do, com maiores concentragcdes de colageno, melhoram suas
propriedades mecanicas e bioldgicas, visto que favorecem a adeséao e proliferagao
celular sobre o arcabougo, aumentando o numero de células presentes no local e,
consequentemente, viabilizando o seu uso em procedimentos de ROG [27]. Assim, O

colageno presente no EX parece ter associagdo com o0s seus achados histolégicos e
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com sua melhor adaptagcéo ao leito receptor, aspectos que, em conjunto, podem

explicar o aumento observado no volume ésseo ja aos 14 dias.

Apesar das vantagens bioldgicas do colageno tipo | [26], trata-se de um
componente estrutural susceptivel a degradagdo por colagenases, enzimas
amplamente expressas por fibroblastos, macréfagos e outras células envolvidas no
reparo tecidual [28]. Essa susceptibilidade pode justificar a diminuigdo observada nos
valores de BV do grupo EX entre 14 e 28 dias, uma vez que a degradacdo da matriz
de colageno pode levar a diminuicdo temporaria da por¢ado mineral [29]. Assim,
mesmo que a atividade celular estimulada pelo colageno tipo | seja benéfica a
iniciacdo do processo de reparo, também pode contribuir para maior remodelacéao e
reabsorgéo do arcabougo, diminuindo momentaneamente a densidade mineral [30].
Como EX apresenta maior proporg¢ao de colageno em sua formulagao, pode ser mais
propenso a agao de degradacao enzimatica e gerar mais espacos disponiveis para
subsequente deposicao 6ssea. A reducéo de BV aos 28 dias, portanto, pode ser uma
fase de transicdo em que a remodelacdo da matriz colagena antecede o
preenchimento por tecido ésseo, comportamento ja descrito em biomateriais com
maior propor¢ao de componente organico [31, 32]. Ndo se descarta a possibilidade
de que a reabsorcao do biomaterial contribua para essa oscilagao, visto que
biomateriais menos densos e com maior por¢gao de colageno costumam apresentar

maior dinamismo na fase proliferativa da regeneracéao [33].

O grupo BO apresentou comportamento mais gradual no que diz respeito a
deposi¢gao mineral, com aumento progressivo do volume 0sseo entre os periodos
analisados. Esse padrao pode estar relacionado a menor proporgao de colageno em
sua composi¢ao, 0 que reduz a agao de colagenases e preserva por mais tempo a
estrutura inicial do biomaterial, proporcionando um processo de neoformacéo éssea
mais lento, porém continuo [29]. A estabilidade fisica conferida pelos granulos de
hidroxiapatita do grupo BO pode ter contribuido para a manutencdo do arcabouco,
resultando no aumento progressivo dos parametros mineralizados ao longo do reparo
[34]. Esse comportamento mais estavel contrasta com o dinamismo observado no
grupo EX e refor¢ga que a composi¢ao e a proporgao entre os componentes organicos

e inorganicos desempenham papel essencial na remodelagdo dos biomateriais.

A qualidade do osso neoformado nos defeitos foi avaliada por meio do padréo

de orientacdo e da largura das fibras colagenas, identificadas por meio da analise de
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birrefringéncia. Nessa analise, as fibras de colageno tipo | predominantemente sao
identificadas pela tonalidade vermelha, associadas a tecido 6ésseo mais maduro e
organizado, enquanto a birrefringéncia verde corresponde ao colageno tipo Ill,
caracteristico de estagios iniciais de reparo tecidual [35, 36]. Embora ambos os
biomateriais avaliados (EX e BO) sejam compostos por colageno associado a
hidroxiapatita, observaram-se padrdes distintos de maturagao 6ssea. Aos 14 dias, o
grupo EX apresentou maior porcentagem de fibras verdes, compativel com uma fase
inicial de formagao éssea. Entretanto, aos 28 dias, esse mesmo grupo exibiu aumento
significativo de fibras vermelhas e reducao das fibras verdes, enquanto o grupo BO
manteve uma maior propor¢ao de colageno tipo Ill nesse periodo tardio. Esse achado
sugere que a maturagédo éssea no grupo EX ocorreu de forma mais rapida quando
comparada ao controle BO. Um estudo prévio avaliou a qualidade éssea apds enxertia
com Bio-Oss, e observou elevada proporgao de colageno tipo Il no tecido recém-
formado [37]. Segundo os autores, a mineralizagdo e a maturagdo Ossea tardia
observadas nesse contexto podem estar relacionadas a alta estabilidade das
particulas de Bio-Oss, associada a uma deposigdo colagena mais desorganizada

pelos osteoblastos, o que corrobora os achados do presente estudo.

Os resultados deste estudo ajudam a compreender como cada biomaterial
pode se comportar clinicamente em procedimentos de ROG. O EX, por apresentar
maior deposic¢ao inicial de matriz colagena, melhor integracdo ao leito receptor e
desempenho superior nos parametros de microtomografia e histologia, mostra-se
vantajoso em situagdes que demandam rapida estabilizagéo tecidual e estimulo inicial
a osteoconducgao, como defeitos pequenos a moderados [38]. Em contraste, o BO
demonstrou comportamento mais lento, porém constante, com manutencao estrutural
prolongada devido a maior estabilidade dos granulos de hidroxiapatita, o que pode ser
relevante em reconstrugdes que necessitam de arcaboug¢o mineral mais duradouro
para suportar cargas subsequentes ou preservar volume em médio prazo [39]. A
presenca do grupo coagulo reforca que, na auséncia de um substituto 6sseo, o reparo
é limitado e parcialmente imprevisivel, enfatizando o papel clinico dos biomateriais na
regeneracgao [40]. A escolha clinica deve integrar o desempenho biolégico observado
e os fatores contextuais como acessibilidade, disponibilidade e necessidade

especifica de cada caso clinico.
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Os avancgos no desenvolvimento de biomateriais voltados a ROG tém se
intensificado nas Ultimas décadas, impulsionados sobretudo pela crescente
compreensao sobre como propriedades estruturais podem influenciar diretamente a
dinamica de neoformacdo Ossea e a integracdo tecidual. Estudos recentes
demonstram que o equilibrio entre fases organicas e inorganicas séo determinantes
para modular a migragao celular, vascularizagao e remodelagao inicial do arcabougo
[5]. Sob essas condicbes, os dados aqui discutidos precisam ser analisados com
moderacdo e senso critico. Limitagdes metodolégicas podem ter influenciado as
conclusdes, como a auséncia de analises ultraestruturais por microscopia eletrénica
de varredura, testes mecanicos, de caracterizagao fisico-quimica. Deve-se considerar
ainda que o modelo experimental em calvaria de ratos, embora amplamente utilizado,
nao reproduz plenamente as demandas biomecanicas e a complexidade regenerativa
de defeitos 6sseos em humanos. Assim, estudos futuros para ampliar a compreenséao
sobre o comportamento biolégico dos biomateriais investigados e fortalecer sua

possivel translacéo clinica, sdo necessarios.
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5 CONCLUSAO

Ambos os biomateriais avaliados, EX e BO, demonstraram desempenho
favoravel na neoformacgdo éssea, confirmando sua capacidade osteocondutora e
integragéo ao leito receptor, ainda que apresentando padrdes distintos de reparo ao
longo do tempo. O grupo EX exibiu melhor desempenho, principalmente nas fases
iniciais, com maiores valores de volume 6sseo, angiogénese mais pronunciada nas
fases iniciais, melhor microarquitetura trabecular e padrdes histologicos mais

favoraveis em relagao a CS e BO.
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Anexo A — Comité de Etica Local
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CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Comparacao de dois
substitutos 6sseos de origem bovina no reparo 6sseo de defeitos criticos em
calvaria de ratos”, Processo FOA n° 707-2024, sob responsabilidade de Daniela
Ponzoni apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal e sua execucgao foi aprovada pela CEUA em 21 de Outubro
de 2024.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 05 de Agosto de 2026.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 05 de Setembro de 2026.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Comparison of two bovine bone substitutes in
bone repair of critical defects in rat calvaria”, Protocol FOA n° 707-2024, under
the supervision of Daniela Ponzoni presents an experimental protocol in accordance
with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its implementation was
approved by CEUA on October 21, 2024.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: August 05, 2026.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: September 05, 2026.

Prof. Dr. Fellippo Ramos Verri
Coordenador da CEUA
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