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RESUMO

O reparo de defeitos 6sseos de dimensdes criticas € um grande desafio, uma vez que, nessas
condicdes, o tecido 0sseo ndo é capaz de se regenerar espontanemente. Desse modo, faz-se
necessario o desenvolvimento de biomateriais que sejam capazes de promover a regeneracdo
tecidual, ao reconstruir o tecido perdido e restaurar a estabilidade mecéanica e funcional, bem
como de técnicas que possibilitem uma avaliacdo adequada desse processo. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a neoformacéo dssea em defeito critico, na calvéria de rato
preenchida com biomateriais, por meio de radiografias convencional digitalizada e digital.
Foram utilizados 45 ratos wistar, distribuidos aleatoriamente para compor nove grupos: | e V
— grupo controle; 11 e VI — defeito 6sseo preenchido com microesferas de hidroxiapatita (HA);
Il e VII — defeito 6sseo preenchido com selante de fibrina (Tissucol®); IV e VIII — defeito
0sseo preenchido HA e selante de fibrina; IX — grupo densidade padrdo ouro para analise
radiografica, no qual foi realizada uma demarcag&o na calvaria utilizando broca cirdrgica. Os
grupos V a VIII receberam 900mg/kg/dia de ranelato de estroncio (Protos®) misturados &
dieta. Apds 45 dias pds-operatérios, os animais foram eutanasiados, dissecados e suas
calvéarias fixadas em formol tamponado. Cada espécime foi radiografado duas vezes, por
método convencional e método digital (DenOptix®). As radiografias convencionais foram
escaneadas e, juntamente com as digitais, foram avaliadas objetivamente pela aplicacdo das
ferramentas de andlise de imagem: média dos valores de pixels e subtragdo digital. A partir
das médias dos valores de pixels, foram obtidos também os valores equivalentes em
milimetros de aluminio (mmAl). A andlise dos dados foi realizada pelo teste SMM
(Studentized Maximum Module), definiu-se um p<0,05 como significante. Tanto para o
sistema convencional digitalizado quanto para o digital, as maiores médias de cinza, em
valores equivalentes em mmAl, foram observadas nos grupos Il e V1. Entretanto, a analise por
valores equivalentes em mmAl possibilitou detectar diferenca significativa com todos os
grupos estudados (p<0,05). Pela subtracao digital, mais uma vez, observou-se que 0s grupos Il
e VI apresentaram as maiores médias. Entretanto, o sistema convencional ndo detectou
diferenca significativa entre os grupos (p>0,05), e, no sistema digital, essa diferenca foi
observada (p<0,05). Conclui-se que é possivel avaliar a neoformacdo Gssea por ambos 0s
sistemas de imagem e que o sistema digital conseguiu detectar diferengas sutis de densidade.
A avaliagédo por valores equivalentes em mmAl foi superior as demais em detectar diferengas
sutis de densidade entre 0s grupos.

Palavras-chave: Regeneracdo 0ssea. Bioengenharia. Radiografia. Radiografia dentéria
digital. Densidade 0ssea.
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ABSTRACT

Bone repair in a critical size defect is a great challenge, once the tissue cannot be
spontaneously regenerated. Therefore, the development of biomaterials that promote tissue
regenerations and restore mechanical and functional stability is necessary. Thus, the present
study aimed to assess bone neoformation in critical size defect in rat calvaria filled with
biomaterials by means of conventional and digital radiography. 45 Wistar rats were randomly
divided to make nine groups: | and V — Control group; Il and VI — Bone defect filled with
hydroxyapatite microspheres (HA); 1lIl e VII — Bone defect filled with fibrin sealant
(Tissucol®); IV and VIII — Bone defect filled with HA and fibrin sealant; IX — Group gold
standard density for radiographic analysis, in which was made a bone demarcation. Groups V
to VIII were given 900mg/kg/day of strontium ranelate (Protos®) which was added to the diet.
45 days after surgery, the animals were subjected to euthanasia and dissected for removal of
the calvarium. The specimens were kept in buffered formaldehyde solution. Conventional and
digital (DenOptix®) radiographs were taken of each specimen. The conventional radiographs
were scanned and, together with the digital radiographs, were objectively evaluated using the
image analysis system: average pixel gray measurement and digital subtraction. Based on the
average values of gray per pixel, the equivalent values in millimeters of aluminium (mmAl)
were also obtained. Statistical analysis was made using SMM (Studentized Maximum Module)
test and a level of significance of 5% was defined. Both in the conventional and digital
systems, the highest average values for gray values and the equivalent values in mmAl were
found in groups Il and VI. However, analysis by equivalent values in mmAl has made it
possible to detect significant differences in all the studied groups (p<0.05). Digital subtraction
has shown again that groups Il and VI had the highest average values. However, no
significant difference was found between the groups (p>0.05) in digitized radiographs. In
contrast, such difference was found in the digital system (p<0.05). It is concluded that bone
neoformation can be evaluated using both systems and that the digital system has made it
possible to detect subtle density differences. The evaluation by equivalent values in mmAl has
been shown to be more effective in detecting subtle density differences among the groups
than the other methods.

Keywords: Bone regeneration. Bioengineering. Radiography. Digital dental radiography.
Bone density.
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A bioengenharia tecidual é uma area de atuacdo nas ciéncias biomédicas, responsavel
pela busca e pelo aprimoramento de novas terapias e (ou) desenvolvimento de novos
biomateriais. Esses biomateriais podem ser utilizados no tratamento de lesGes @sseas,
particularmente naquelas com perdas teciduais excessivas ou com capacidade reparativa
limitada, a exemplo dos defeitos dsseos de dimensdes criticas, em que o tecido 0sseo nao é
capaz de se regenerar espontaneamente (MARINS et al., 2004).

Diversos métodos clinicos sdo propostos para avaliar a formacdo Ossea em areas de
defeito dsseo. Dentre eles, podem-se citar: as biopsias, a sondagem clinica, o0 acesso cirdrgico
e exames por imagem, como as radiografias e tomografias computadorizadas. Entretanto,
cada um desses métodos possui vantagens e limitacdes que podem contraindicar o seu uso. O
método ideal sdo as bidpsias, pois elas possibilitam distinguir se a formacéo do tecido ¢sseo
estaria relacionada ao biomaterial ou as células progenitoras presentes nas bordas do defeito
(MEIJER et al., 2008). Porém, para se evitarem traumas adicionais ao paciente, devem ser
buscados métodos ndo-invasivos de avaliacdo da neoformacdo Ossea. Dentre esses métodos,
destacam-se os exames radiograficos.

As radiografias convencionais e digitais tém mostrado resultados satisfatérios no que
tange a avaliacdo de pequenas alteracGes dsseas, pela analise do valor médio do pixel e pela
subtracdo digital (ALMEIDA et al., 2001; BOZZO et al., 2004; CARNEIRO et al., 2009;
DOTTO et al., 2005). Mais recentemente, essa ferramenta de anélise do valor médio do pixel
tem sido aplicada com a finalidade de observar a formacdo Gssea em modelos de defeito
critico (ZHANG et al., 2010a,b).

Alguns autores desenvolveram, ainda, modelos quantitativos de avaliacdo radiogréafica
de sitios com defeitos dsseos, visando a melhorar a eficacia das avaliacGes e reduzir variacbes
entre observadores (BELTRAME et al, 2005, SCHONBERGER et al., 2007;
SCHONBERGER et al., 2010). Tais métodos demonstram ser adequados, seguros, de facil
uso, além de fornecerem informagdes detalhadas do tecido regenerado.

Essas perdas de integridade tecidual podem ser resultantes tanto de traumas como de
deformidades de desenvolvimento e de doencas (YOUNG et al., 2007). Diante dessa
realidade, os profissionais de salde depararam-se com o desafio de desenvolver técnicas e
materiais que promovam a regeneracao tecidual e reconstruam o tecido perdido, minimizando
a dor e restaurando a estabilidade mecanica e funcional (KAIGLER; MOONEY, 2001). Outra
proposta foi a de desenvolver biomateriais que possam ser utilizados em cirurgias
minimamente invasivas, uma vez que essa técnica exige pequenas incisdes, anestesia local,

induz poucas complicacdes, pouca morbidade pés-operatoria, diferentemente de outros
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métodos mais invasivos, além de estar relacionada com uma recuperacdo pos-operatoria mais
rapida (OLIVEIRA et al., 2010).

Para que sejam utilizados com tal finalidade, os biomateriais podem ser
confeccionados em formato de microesferas. Elas possuem fluidez e aplicagbes mais
versateis, 0 que permite serem injetadas como um arcabouco tridimensional em defeitos
0sseos de varios tamanhos, para estimular o seu reparo (SHEN et al., 2010). Uma bioceramica
que pode ser preparada com esse formato é a hidroxiapatita (HA). Ela apresenta
caracteristicas adequadas para ser utilizada nessas situagfes, dentre elas: possui estrutura
guimica semelhante a do 0sso, € biocompativel e possui propriedade osteocondutiva (WAN et
al., 2006).

Entretanto, se a morfologia do defeito 6sseo ndo possibilitar a estabilidade desses
biomateriais em formato de microesferas, pode-se associar 0 uso de um selante de fibrina
(CHEN et al., 2009). Esse € um polimero natural que promove angiogénese, fixacdo e
proliferacdo celular, o que pode criar um microambiente propicio para que ocorra a
regeneragéo tecidual (OSATHANON et al., 2008).

Além disso, é possivel que a administracdo sistémica de algumas drogas, como o
ranelato de estrdncio, atue conjuntamente nesse processo de reparo tecidual, ja que esse
farmaco atua no metabolismo 6sseo (GEOFFRQY et al., 2011), ao promover uma diminuicdo
na reabsorcao 6ssea e um aumento na sua formacdo (BRUYERE et al., 2007).

Desse modo, devem ser desenvolvidos, simultaneamente, biomateriais adequados a
regeneracdo tecidual e métodos para avaliacdo desse processo. A radiografia, por ser um

método ndo-invasivo, de facil acesso e baixo custo, deve ser testada nesse contexto.
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2.1 RADIOGRAFIA CONVENCIONAL, DIGITAL E DIGITALIZADA

Desde a descoberta da radiacdo X por Roentgen em 1895 (WEBER, 2001; WHITE;
PHAROAMH, 2008), os exames radiograficos tornaram-se cada vez mais presentes na préatica
médica, juntamente com o desenvolvimento de técnicas e praticas seguras, 0 que contribuiu
para que eles se tornassem os principais métodos complementares no diagndstico de
alteracOes no tecido 6sseo e de patologias.

Ainda no século XIX, os primeiros receptores de imagem utilizados eram placas de
vidro. Porém, por serem caras, pesadas e de dificil manipulacdo (WEBER, 2001), foram
sendo substituidas por filmes fotograficos (RUPRECHT, 2008). Esses filmes eram feitos a
partir acetato de celulose (WEBER, 2001), e a imagem produzida era em negativo, ou seja,
estruturas densas, como 0 0sso, apareciam radioltcidos na imagem final, enquanto o tecido
mole era radiopaco. Em 1913, a Eastman Kodak introduziu no mercado o primeiro filme
radiografico com finalidades odontoldgicas, e, em 1919, foi lancado um filme radiogréafico
para exposicado direta a radiacdo X (RUPRECHT, 2008).

Na época da descoberta da radiacdo X e nas décadas subsequentes, pouco se conhecia
sobre os seus efeitos deletérios. Desse modo, as primeiras radiografias foram realizadas com
tempos de exposicdo muito altos (WEBER, 2001). Ainda em 1896, foi realizada a radiografia
do crénio de um voluntério, que foi irradiado por uma hora, €, cerca de trés semanas depois,
ele comecou a desenvolver um quadro epilético (GIBBS, 1996). Muitos cientistas ficaram
mutilados, desenvolveram dermatites e tumores em decorréncia das altas doses de radiacéo
(WEBER, 2001). Houve, entdo, a necessidade de se desenvolverem métodos de
radioprotecdo, assim como receptores de imagem mais sensiveis a radiacdo, em que a imagem
final fosse satisfatoria e a dose de radiacdo recebida fosse menor.

Os primeiros aparelhos de radiacdo X utilizavam tubos de gas como fonte de elétrons,
porém ndo permitiam uma padronizagdo das exposi¢fes, nem um ajuste na quantidade de
raios X produzidos, assim como exigia potentes bobinas de inducéo alimentadas por corrente
continua. Em 1913, Willian Coolidge desenvolveu os Tubos Coolidge, utilizando o tungsténio
maleavel, no qual a fonte de elétrons era renovavel e controlavel (RUPRECHT, 2008). Os
Tubos Coolidge sdo utilizados nas ampolas de aparelhos de radiagdo X até os dias atuais.

O século 20 foi, assim, um periodo de grandes transformacdes. Diversos aparelhos de
radiacdo X e filmes foram langados, e no ano 2000, a Eastman Kodak introduziu o filme

radiografico E/F-speed, o qual necessita de uma dose de radiacdo cerca de 1/60 daquela
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necessaria em 1919 (RUPRECHT, 2008). Esse permanece sendo o filme mais sensivel
disponivel no mercado, se o processamento quimico for realizado em uma processadora
automatica.

Desse modo, a radiografia convencional foi por muito tempo o Unico método
disponivel para obtencéo de imagens dos tecidos duros. Essa técnica consiste na utilizacao de
filmes radiograficos sensibilizados pela radiacdo X, que necessitam de uma etapa de revelagéo
quimica para obtencdo da imagem radiograficamente visivel (WHITE; PHAROAH, 2007).
Existem dois métodos principais para a realizagdo do processamento quimico das imagens. O
primeiro requer uma camara escura com tanques de processamento, sendo necessario um
amplo espaco para tal. O outro pode ser realizado em processadoras automaticas, que
possuem a vantagem de reduzir o tempo de trabalho, por processar as imagens mais
rapidamente.

Nas diversas especialidades médicas e odontoldgicas, a radiografia convencional
possui ampla indicagdo, por ser um método nao-invasivo e com alto poder de diagndstico, que
permite detectar diversas alteracfes nos tecidos 6sseos. Quando corretamente obtida e com
adequado processamento, produz imagens de étima qualidade. Em Odontologia, € utilizada na
avaliacdo da estrutura interna do dente e do osso de suporte, das perdas dsseas alveolares
associadas a doenca periodontal, e diversas outras condicdes, inclusive a neoformacao dssea
em casos de defeitos criticos provocados por traumas, acidentes e doencgas no complexo oro-
facial (WHITE; PHAROAH, 2008).

A radiografia possui ainda um inestimavel valor legal. Ela deve ser adequadamente
obtida e deve ser armazenada em condicdes ideais, para que, se necessario, seja utilizada
como matéria de prova em processos juridicos (FALCAO; SARMENTO; RUBIRA, 2003),
uma vez que constitui 0 meio de prova para a comprovagdo da qualidade dos tratamentos
realizados. Para isso, € fundamental que sejam processadas, rotuladas, identificadas e
arquivadas corretamente (ALMEIDA et al., 2004).

Entretanto, entre as suas principais limitacdes, podem-se apontar: o custo do filme, das
solugdes e dos equipamentos de processamento, e da camara escura; o tempo despendido
durante o processamento quimico da imagem; a toxicidade dos liquidos de processamento
(FARMAN, 2003); a alta dose de radiagéo requerida, quando comparada ao sistema digital; a
variabilidade na qualidade da imagem obtida; e a possibilidade de deterioracdo da imagem ao
longo do tempo (VAN DER STELT, 2008; WHITE; PHAROAH, 2008).

No intuito de contornar essas limitacfes, além de melhorar a interpretacdo das

imagens, promover uma reducdo na dose de exposicdo ao paciente e facilitar a obtencdo das
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imagens, com uma consequente diminuicdo do tempo de trabalho (BOZZO et al., 2004),
desenvolveu-se na Franca, em meados de 1980, a radiografia digital (FARMAN, 2003;
FREITAS et al., 2006). Porém, apenas no final de 1990, ela comegou a ser comercializada
nos EUA (FARMAN, 2003).

O primeiro sistema desenvolvido utilizava um chip de camara de video associado a um
cintilador (componente presente nos chassis para radiografias extraorais), no intuito de obter
imagens instantaneamente. Esse sistema ficou conhecido como Charge-Coupled Device
(CCD) ou sistema digital direto (FARMAN, 2003).

Como as imagens sao obtidas instantaneamente, elimina-se a etapa de processamento
quimico, tornando o processo de obtencdo da imagem mais rapido, além do reaproveitamento
de seus sensores, 0 que permite varias reutilizacdes e possibilita o arquivamento digital das
imagens. Entretanto, seus sensores normalmente séo rigidos, possuem uma superficie ativa
com dimensbes pequenas, quando comparados com o filme convencional, além de ser
incébmodo o seu posicionamento na boca do paciente, devido ao cabo que conecta o sensor ao
computador (ALMEIDA et al., 2003; WHITE; PHAROAH, 2008). A dificuldade no seu
posicionamento estd relacionada, ainda, com uma maior probabilidade de repeticdes de
radiografias (FARRIER et al., 2009). Como seus sensores sdo reutilizaveis, deve-se ter um
grande controle de infec¢do durante o uso.

Ainda nos anos 90, foi lancado no mercado o sistema digital semi-direto, que utiliza
placas de armazenamento de fosforo fotoestimuladas para capturar a imagem. Esse sistema,
inicialmente, possui um formato analdgico; porém, quando a placa de armazenamento de
fosforo for processada por um scanner, sera convertida para um formato digital e, dessa
forma, a imagem seré projetada diretamente na tela do computador (PARKS; WILLIAMSON,
2002). Suas limitacOes estdo relacionadas ao custo do equipamento e das placas de
armazenamento de fdsforo, a necessidade de um rigoroso controle de infeccdo, uma vez, que
as mesmas serdo reutilizadas em diversos pacientes e ao fato de que alguns sistemas néo
apagam a imagem apoés a leitura pelo scanner, havendo a necessidade de uma etapa de
“apagamento” da imagem, o que aumenta o tempo de trabalho (MELO et al., 2010). Além
disso, o uso inapropriado das ferramentas de manipulagédo de imagem pode levar a uma
degradacdo na imagem e, consequentemente, a uma interpretacdo erronea (WHITE;
PHAROAMH, 2008). Existe, ainda, a possibilidade de o sistema adquirido tornar-se obsoleto
pelo desenvolvimento de novas tecnologias.

Diversos sistemas de placas de armazenamento de fosforo estdo disponiveis

comercialmente, dentre os quais podem-se citar o DenOptix (Dentsply/Gendex, Chicago, IL,
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EUA), o Digora (Soredex, Helsinki, Finlandia), CD-Dent (DigiDent Digital Imaging
Technologies, Nesher, Israel) e o Vistascan (Diirr Dental GmbH, Bissingen, Alemanha). Estes
sistemas permitem a obtencdo de imagens radiograficas com potencial de diagnostico com um
tempo de exposi¢cdo menor do que o requerido pelos filmes convencionais, porém maior do
que o exigido para o sistema CCD (FARRIER et al., 2009).

Ao reduzir o tempo de exposicdo em 25% da dose necessaria para a realizacdo de um
filme convencional, Hintze, Wenzel e Frydenberg (2002) observaram que tanto o Digora,
quanto o DenOptix mostraram-se equivalentes ao primeiro em relagdo a acuracia de
diagnostico. Porém, ao reduzir ainda mais o tempo de exposicdo, o Digora e o filme
convencional apresentaram resultados superiores ao DenOptix. Resultado similar foi
observado por Syropoulos e colaboradores (2000), os quais afirmaram que a acurécia do
diagndstico dos sistemas digitais é comparavel a do filme convencional. Ja Berkhout e
colaboradores (2004) mostraram que radiografias digitais, dentre elas o DenOptix, quando
classificadas como aceitaveis para o diagnostico, necessitavam de uma menor dose de
radiacdo do que os filmes convencionais. J& foi mostrado, também, que esse sistema
apresentou uma melhor qualidade de imagem, quando radiografias foram avaliadas
subjetivamente (KITAGAWA et al., 2000).

Dessa forma, o filme convencional e os sistemas digitais podem fornecer informacdes
diagndsticas equivalentes e, assim, a op¢do por um sistema ou outro estara relacionada com as
diferencas entre suas vantagens. Alguns autores afirmaram que, na visualizacdo de lesdes
Osseas, a radiografia digital oferece informacdes tdo boas quanto as da radiografia
convencional, com a vantagem de possuir ferramentas que contribuem na visualizagdo,
mensuracdo e delimitacdo dessas lesdes (MARTINS et al., 2005). Dentre outras vantagens, o
baixo contraste do sistema digital permite avaliar nuangas de cinza mais facilmente, devido a
uma escala dindmica, maior quando comparada com a do filme periapical convencional, ja
que a placa de armazenamento de fosforo possui uma maior eficiéncia na detecgdo dos fétons
de raios X (ALMEIDA et al., 2001; BOSCOLO et al., 2001).

O sistema digital possui diversas ferramentas de manipulacdo da imagem que podem
facilitar o diagnostico de lesdes, dentre as quais se destacam: alteracdo de relevo, brilho e
contraste, inversdo de tons de cinza, aplicacdo de cores, analise de densidade, além da
subtracdo digital (CHILVARQUER et al., 2006). Essas ferramentas também poderdo ser
aplicadas na radiografia convencional, mas, para isso, é necessario que essa imagem seja
convertida para um formato digital por um scanner com leitor de transparéncia ou camaras
digitais (GOGA; CHANDLER; LOVE, 2004), além de um software adequado, sendo, por
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isso, considerada como um sistema digital indireto. Esse processo, porém, pode levar a perda
ou alteracdo de informacdes (PARKS; WILLIAMSON, 2002), pela formacdo de ruido na
imagem.

Ao comparar o diagnéstico de pequenas alteragdes periapicais por radiografias
convencionais e digitalizadas, Nicopoulou-Karayianni e colaboradores (2002) observaram
uma maior concordancia entre avaliadores nas imagens digitalizadas. Esse fato estd
relacionado a facilidade de avaliagdo, garantida pelas ferramentas disponiveis e,
principalmente, pela limitagdo do olho humano, o qual s6 consegue distinguir 25 tons de
cinza, enquanto o computador consegue diferenciar 256 tons (CARVALHO et al., 2009).
Bdscolo e colaboradores (2001) acrescentaram que a digitalizacdo de radiografias de baixa
densidade é vélida, uma vez que as deixa em melhores condi¢bes de se proceder ao
diagndstico.

A analise de densidade dssea é uma ferramenta que possibilita 0 acompanhamento de
casos cirurgicos como um metodo de preservacdo, podendo ainda ter um papel preventivo no
diagndstico de intercorréncias (BOZZO et al., 2004). Essa analise mede o valor médio do tom
de cinza dos pixels (menor unidade de informagdo da imagem) de determinada regido.
Carneiro e colaboradores (2009), ao avaliarem procedimentos de remineralizacdo em les6es
pequenas de carie restritas ao esmalte, observaram que o valor médio do tom de cinza é uma
ferramenta complementar na analise do monitoramento de tratamentos de remineralizagdo. Os
valores dos tons de cinza podem variar de zero (preto total) a 255 (branco), e valores médios
de pixel proximos a 255 demonstram que houve remineralizacdo ou formacdo de tecido
mineralizado, enquanto valores proximos a zero representam perda de mineral. Dessa forma, é
possivel avaliar o resultado de tratamentos.

Desse modo, essa ferramenta foi utilizada em diversos estudos que visaram a avaliar
também a densidade dssea radiografica. Normalmente, tais estudos envolvem ratos com
alteracbes metabolicas induzidas, como, por exemplo, animais ovariectomizados para simular
uma condigéo osteopenica (MORAES et al., 2008; SAKAKURA et al., 2006), submetidos a
situacOes de estresse (MORAES et al., 2005), ou sob efeito de medicagdes anti-inflamatorias
(MARTINS et al., 2005), visando a avaliar a influéncia desses procedimentos no reparo de
defeitos 6sseos. Essa ferramenta também ja foi utilizada no acompanhamento de reparo de
fraturas (BOZZO et al., 2004). Os resultados desses estudos demonstram a sua aplicabilidade
clinica (BOZZO et al., 2004; MORAES et al., 2005), assim como sua viabilidade, ja que os
valores de densidade obtidos por ela s@o similares aos resultados observados no exame

histopatoldgico, considerado como o padrdo-ouro (TABA-JUNIOR et al., 2003).
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Para facilitar essa analise, ela pode ser associada a subtracao digital, que possibilita
visualizar pequenas alteracOes entre duas imagens subsequentes, de dificil visualizacdo por
outros métodos, devido a sobreposicdo de estruturas anatdbmicas ou por diferencas de
densidade indistinguiveis pelo olho humano (VAN DER STELT, 2008). Assim, é possivel
detectar mudancas em torno de 5% da massa mineral 6ssea por unidade de volume, enquanto
que, nas radiografias convencionais, apenas alteracbes de 30% sdo detectadas
(CHILVARQUER et al., 2006). Essa ferramenta permitiria avaliar ainda pequenas alteracfes
no osso alveolar (ALMEIDA et al., 2001; HILDEBOLT et al., 2009), além de possibilitar a
deteccdo de neoformacBes Gsseas em defeitos criticos, ja que é considerada uma ferramenta
de pesquisa sensivel para todos os estudos relacionados a perda ou ganho de estruturas
minerais em 0ssos (DOTTO et al., 2005).

Na avaliagdo de reabsorgOes radiculares iniciais simuladas in vitro por meio da
subtracdo digital, Eraso e colaboradores (2007) concluiram que essa ferramenta é sensivel
para avaliar reabsorcdes sutis do apice radicular e que é um método confiavel para avaliar
alteracbes de densidade ao longo do tempo. Ja& Carvalho e colaboradores (2009)
acrescentaram que € um método seguro para realizar o diagndstico de pequenas alteracbes
periapicais em um curto intervalo de tempo.

Para garantir a sua viabilidade, alguns pré-requisitos devem ser cumpridos, dentre 0s
quais a padronizacdo das radiografias pelo uso de posicionadores e a realizacdo de
radiografias sequenciais com mesmo contraste e densidade (CARNEIRO et al., 2009;
NICOPOULOU-KARAYIANNI et al., 2002), ja que é uma técnica baseada no nimero de
pixels presentes na imagem radiografica (CARVALHO et al., 2009). Ela é, assim, muito
sensivel & variacdo entre observadores, como foi destacado por Bittar-Cortez e colaboradores
(2006), e, por isso, todas as medidas de padronizagdo devem ser bem realizadas e, de
preferéncia, apenas um avaliador deve realiza-las.

Em um estudo de acompanhamento de defeitos Osseos tratados por regeneracao
tecidual guiada, Danesh-Meyer, Chen e Rams (2002) compararam medidas de nivel de
inser¢do clinica com radiografias digitalizadas, aplicando a subtracdo digital. Observou-se
uma boa concordancia entre os métodos, porém a subtracdo digital s6 detectou mudancgas no
nivel de insercdo a partir de dois milimetros, fato que pode estar relacionado a uma néo-
padronizacdo na obtencao das radiografias.

Devido a sua grande aplicabilidade, alguns estudos foram realizados no intuito de
descobrir se existiam diferencas na acurécia, quando a subtracdo digital era realizada por

diferentes sistemas radiograficos (convencionais, digitais e digitalizados). Haiter-Neto e
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colaboradores (2005) observaram que, em relacdo a acuracia de diagndstico, as radiografias
digitais foram superiores as digitalizadas. Porém as imagens subtraidas a partir desses
sistemas apresentaram um potencial de diagnostico semelhante. Esses resultados revelam
concordéancia com os achados de Ferreira e colaboradores (2006), que acrescentaram ser o
ruido um fator que interfere na qualidade de imagem. Por estar presente nas radiografias
digitalizadas, ele ¢, provavelmente, o responsavel pela inferioridade desse método, quando
comparado as radiografias digitais.

Desse modo, percebe-se que ambos os sistemas, convencional e digital, fornecem
informac@es diagndsticas adequadas, desde que cumpram os requisitos de reproducao fiel do
objeto de interesse, ja que a qualidade da imagem constitui um elemento de fundamental

importancia para o radiodiagnostico (ALMEIDA et al., 2000).

2.2 NEOFORMACAO OSSEA

2.2.1 Neoformacdo 6ssea versus defeito critico

O o0sso é um tecido conjuntivo especializado e metabolicamente ativo, e sua massa
total depende da relacdo de equilibrio existente entre a formacdo e a reabsor¢do 0ssea (SILVA
et al., 2007). Para isso, é necessaria a acdo de algumas células, dentre elas os osteoblastos e 0s
ostedcitos, de origem mesenquimal, e os osteoclastos, de origem hematopoiética (RAISZ,
1999).

Os osteoblastos sdo células responsaveis pela producdo da matriz 0Ossea
(HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006), bem como pela sua mineralizagdo (ANDIA;
CERRI; SPOLIDORIO, 2006), enguanto os osteocitos sdo células mecano-sensoriais,
responsaveis pela sinalizagdo para iniciar a formacéo e remodelacdo desse tecido (DEAN et
al., 2009). Desse modo, a sua principal fungdo é a de controlar esse fenémeno
(FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006). J4 os osteoclastos s&o 0s
responsaveis pela reabsorcdo 6ssea (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et
al., 2006). Assim, a interacdo entre a acdo osteoblastica e osteoclastica é responsavel pela
remodelagdo Ossea, sendo esse processo firmemente controlado pelo sistema imunoldgico
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006).
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Ja a regeneracdo 0ssea € um termo aplicado ao processo bioldgico em que a estrutura e
a funcéo do tecido lesado ou perdido sdo completamente restauradas (MORAES et al., 2005).
Esse processo € o resultado da agdo continua de fatores de crescimento e citocinas, que atuam
promovendo o inicio da regeneragdo e regulando-a (KNESER et al., 2006), assim como da
acdo de vasos sanguineos, de células e da matriz extracelular (FERNANDEZ-
TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006).

Na primeira etapa desse processo, ocorre uma inflamagdo aguda local (GOMES,
2004), com a formacdo de um hematoma com células vermelhas do sangue, plaquetas e
fibrina (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006). Os ostedcitos
préximos ao sitio lesionado morrem e, consequentemente, ocorre uma necrose 0ssea local
(HING, 2004). Interleucinas e fatores de crescimento serdo liberados para recrutar linfocitos,
macrofagos, precursores de osteoclastos e células-tronco. Esses sinais moleculares promovem
também a diferenciacdo das células progenitoras em células endoteliais, fibroblastos,
condroblastos e osteoblastos, que criam um tecido fibrovascular destinado a substituir o
coagulo inicial (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006). Em
seguida, um processo controlado de aposi¢do e reabsorcdo 6ssea levara a reconstituicao desse
tecido.

Desse modo, a consolidacdo do reparo no tecido Osseo estd condicionada a
determinadas condicBes, tais como amplo suprimento sanguineo, estabilidade mecénica,
presenca de um arcabouco tridimensional e tamanho do sitio lesionado. Em regiGes em que a
morfologia e a dimensdo do defeito sdo extensas e criticas ao reparo, 0 mecanismo
regenerativo espontaneo torna-se limitado e, dessa forma, ha formacdo de cicatriz fibrosa
(KIM et al., 2006).

Diversas sdo as situacdes clinicas, médicas e odontoldgicas, onde se buscam
alternativas para promover a reparacao do tecido 6sseo lesado em dimenses criticas, como
por traumas, resseccdo de tumores, fraturas ésseas e malformacdo congénita (WAN;
NACAMULI; LONGAKER, 2006).

2.2.2 Substitutos 6sseos

Diversos sdo os substitutos 6sseos disponiveis e, independentemente da natureza do

defeito G6sseo, 0 0sso autdlogo é o enxerto mais eficiente, jA que possui propriedades
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osteoindutiva, osteocondutora, além de promover a osteogénese (PRECHEUR, 2007).
Entretanto, possui limitacdes relacionadas a disponibilidade limitada e a morbidade do sitio
doador (INTINI et al., 2008; LEGEROS, 2002; MARINS et al., 2004). Existem, ainda, 0s
enxertos homogenos, que apresentam alto custo e disponibilidade limitada, associados ao
risco de transmissao viral entre pacientes (LEGEROS, 2002; MARINS et al., 2004). J& os
enxertos heter6logos sdo aqueles provenientes de outra espécie animal. Eles possuem
estabilidade biomecénica e elasticidade, porém ndo sdo osteogénicos (KNESER et al., 2006) e
existe a possibilidade de transmissdo de doencas entre espécies (PRECHEUR, 2007),
existindo, por isso, proposta de sua substituicdo por outros materiais.

Os biomateriais sdo compostos de natureza sintética ou natural, que serdo utilizados
por um periodo de tempo, no intuito de melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou
inteiramente, tecidos ou érgdos perdidos (CAMPOS et al., 2005; NAGEM FILHO et al.,
2006). Desse modo, podem ser aplicados como uma alternativa aos enxertos 0sseos, com
eficacia comprovada em restabelecer o tecido 6sseo perdido, jA que podem ser facilmente
dissolvidos e absorvidos enquanto os procedimentos de crescimento Gsseo ocorrem. Eles
devem possuir ainda propriedades fisico-quimicas adequadas, biocompatibilidade e
osteogenicidade para promover a formacdo de novo osso (CHEN et al., 2009; WAN;
NACAMULI; LONGAKER, 2006), além de proporcionar uma estrutura adequada, que
serviré de suporte para a neoformacdo éssea (PRECHEUR, 2007).

A bioengenharia tecidual com o uso de biomateriais, desse modo, visa a desenvolver
substitutos teciduais com uma estrutura tridimensional que sirva de suporte fisico-estrutural e
que atue na fisiologia celular, estimulando sua migracdo e diferenciacdo (LIU; HAN;
CZERNUSKA, 2009). Dentre os diversos tipos de biomateriais, a HA é umas das principais
ceramicas usadas em aplicaces clinicas visando a regeneracdo Ossea. Ela apresenta adequada
biocompatibilidade e bioatividade, além de possuir propriedade osteocondutiva.
Radiograficamente, apresenta-se radiopaca, caracteristica que permite a sua identificacdo na
imagem, assim como o acompanhamento de seu processo de degradacdo a medida que ocorre
a neoformagcéo 0ssea (WANG et al., 2003).

Outra propriedade importante € o tempo de degradacdo da HA in vivo, ja que esse
processo deve ser proporcional a formacdo do novo tecido e estad relacionado com a sua
composicao e porosidade (PRECHEUR, 2007). Desse modo, um tempo de degradacdo muito
rapido ou muito lento pode impedir a regeneracdo adequada do osso (PARK et al., 2009).
Braye e colaboradores (1996) observaram que esse tempo é maior nas HA de origem natural

do que nas sintéticas. Ja Wenisch e colaboradores (2003) afirmaram que as HA sintéticas sao



29

reabsorvidas por osteoclastos e que, apds seis semanas da implantacdo, esse processo ja é
observado.

As caracteristicas de superficie do material — como sua rugosidade, seu tamanho e sua
porosidade, assim como sua propriedade quimica de composicdo de fase — estdo relacionadas
com a sua capacidade de reabsorcdo. O método de sinterizacdo utilizado podera alterar essas
caracteristicas, permitindo produzir HA com taxas de reabsor¢do mais adequadas (BROWN et
al., 2010).

A sinterizacdo é o tratamento térmico aplicado as particulas de HA que ird promover a
sua aglutinacdo (ROSA; SHAREEF; NOORT, 2000). Esse processo ocorre em altas
temperaturas (LEGEROS, 2002) e leva a uma reducéo na razdo area de superficie / volume da
amostra (FINOLI et al., 2010), além de um aumento na fase cristalina e das propriedades
mecanicas (ROSA; SHAREEF; NOORT, 2000).

No processo de sinterizacdo, a HA pode sofrer modificacdes quimicas, transformando-
se em o, — tricalcio fosfato ou P — tricalcio fosfato (BEHNAMGHADER et al., 2008). A HA ¢
considerada uma fase estavel, sujeita a pouca reabsor¢do, enquanto o tricélcio fosfato é uma
fase reabsorvivel, e sua forma estequiométrica a ¢ ainda mais reabsorvivel, o que a torna
indesejada como produto final. A degradacdo da HA esta relacionada com a temperatura e o
programa de sinterizacdo, pois se espera formar uma fase reabsorvivel de P - tricalcio fosfato
(BROWN et al., 2010). Entretanto, um aumento na sua porosidade leva a uma diminuigéo da
sua resisténcia a compressdo e aumenta sua taxa de reabsor¢do (DELLINGER,;
WOJTOWICZ; JAMISON, 2006).

O tamanho dos poros da particula ceramica € inversamente proporcional ao aumento
de temperatura de sinterizacdo. Desse modo, quanto mais elevada a temperatura, menor o
ndmero de poros (BROWN et al., 2010; MUNAR et al., 2006). Porém sua capacidade de
resisténcia a compressdo até uma temperatura de 1.525°C possui uma relagdo direta com essa
temperatura. Entretanto, apos atingir esse patamar, a relagdo torna-se inversa (MUNAR et al.,
2006). Desse modo, um controle adequado de tal processo deve ser realizado, pois
temperaturas além da necessaria podem levar a uma alteracéo das propriedades de superficie,
assim como a mudancgas quimicas de fase, que podem ser indesejaveis (BROWN et al., 2010).

Independentemente da sua origem (natural ou sintética), a composi¢do quimica da HA
é similar a fase mineral dos tecidos calcificados e pode ser sintetizada com relativa facilidade
em laboratorio, podendo ter diversas formas de apresentacdo, dentre elas, em microesferas
(DOURADO, 2006).
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As caracteristicas dos biomateriais estdo intimamente relacionadas ao seu formato.
Dessa forma, as particulas esféricas sdo mais versateis (WANG et al., 2003) e, por isso,
conseguem se adaptar melhor a sitios irregulares de implantacdo. Além disso, a
homogeneidade de sua forma de apresentacdo esta diretamente relacionada a previsibilidade
de um preenchimento adequado (RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2006).

O tamanho das microesferas € um fator importante para a sua atividade celular. Por
iSS0, € necessario que possuam um tamanho uniforme na ordem nanométrica, sejam finas,
apresentem homogeneidade de fase e um grau reduzido de aglomeracdo de particulas
(FERRAZ et al., 2007).

Elas podem ainda ser aplicadas por técnicas injetaveis, o que torna o ato cirurgico
minimamente invasivo. E possivel, também, adicionar proteinas e fatores de crescimento a
sua composi¢do, no intuito de potencializar a formacgédo 6ssea no sitio de implantacdo (SUN et
al., 2003; WANG et al., 2003), assim como adicionar farmacos a sua composi¢ao para atuar
como um sistema controlado para liberacdo de drogas (FERRAZ et al., 2007).

Alguns metais podem ser adicionados a sua estrutura, dentre eles, o estrdncio. Esse
mineral também pode ser administrado de forma sistémica, visando a contribuir no processo
de regeneracdo Ossea. Ele pode ser encontrado tanto na agua, como nos alimentos, estando
presente também no esqueleto humano, ja que possui grande afinidade com o o0sso (SILA-
ASNA et al., 2007; VERBERCKMOES et al., 2004).

O ranelato de estréncio é uma droga que atua no metabolismo 6sseo (GEOFFROY et
al., 2011) e, por isso, esta indicado no tratamento da osteoporose, ja que promove uma
diminuicdo na reabsorcdo e um aumento na formacdo 6ssea, 0 que reduz o risco de fraturas
em mulheres na p6s-menopausa (BRUYERE et al., 2007). Essa acdo leva a um aumento da
massa 0ssea em ratos (AMMANN et al., 2004).

A acdo do estroncio sobre o metabolismo 6sseo é dose-dependente. Desse modo,
baixas doses estimulam a formagdo dssea, por uma acdo mediada por células, atuando no
nivel de células progenitoras. J& em altas concentragdes, leva a uma mineralizacéo deficiente,
devido a uma interferéncia na diferenciagdo osteoblastica (VERBERCKMOES; DE BROE;
D'HAESE, 2003) e por um efeito fisico-quimico sobre a HA presente no 0sso, o que leva a
uma diminuigédo do tamanho do cristal, in vitro (VERBERCKMOES et al., 2004).

Outros estudos in vitro mostraram ainda que o papel do ranelato de estroncio esta
relacionado com uma atividade anabolica e antirreabsortiva, o que leva a um aumento na
diferenciacdo de pré-osteoblastos e na formagdo de nédulos 6sseos mineralizados. Além de

inibir a diferenciacdo de osteoclastos, o que pode estar relacionado a desorganizacdo do
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citoesqueleto de actina, reduzindo a sua funcdo reabsortiva (BONNELYE et al., 2008), pode-
se citar também sua acdo sobre a formacdo da matriz extracelular 6ssea e no processo de
remodelagdo Ossea (SILA-ASNA et al., 2007).

Alguns estudos experimentais envolvendo ratos mostraram que doses de 500mg/kg/dia
e 1000mg/kg/dia aumentam a osseointegracdo de implantes, melhoram a microestrutura
trabecular peri-implantar e aumentam a fixacdo do implante de uma maneira dose-dependente
(LI, Y. et al., 2010; MAIMOUN et al., 2010). J& doses entre 625mg/kg/dia e 900mg/kg/dia
estdo relacionadas a um aumento no nivel plasmatico do estréncio, assim como a um aumento
no volume &sseo e na sua resisténcia (AMMANN et al., 2004).

Para que o biomaterial exerca adequadamente seu papel no estimulo a atividade
osteobléastica, é necessario que ocorra a sua estabilidade no sitio receptor. Porém, muitas
vezes, apés a sua aplicacdo em defeito critico, com morfologia que dificulte a sua
permanéncia, os seus granulos podem ser deslocados. Nessas condi¢des, faz-se necessaria a
utilizacdo de um agente aglutinante que favoreca a estabilizacdo do biomaterial no sitio
implantado. Um agente j& utilizado em vaérias situacdes clinicas € o selante de fibrina (CHEN
et al., 2009).

O selante de fibrina € um polimero natural, que promove angiogénese, fixacdo e
proliferacdo celular, o que pode criar um meio propicio para acelerar a regeneracdo éssea
(OSATHANON et al., 2008). O selante de fibrina é usualmente utilizado para contribuir na
hemostase, auxiliar na sutura em procedimentos cirirgicos e na adesdo tecidual
(EBERHARD; BRODER; WITZKE, 2006). Além disso, pode ser utilizado como um
arcabouco para cultura e transplante de células, devido a sua biocompatibilidade, degradacéo
bioldgica e pela sua propriedade de atracdo celular (LE NIHOUANNEN et al., 2007).

Seu mecanismo de acdo esta relacionado com a cascata de coagulagdo sanguinea, uma
vez que simula a Ultima etapa desse processo, na qual o fibrinogénio é convertido em fibrina
pela acdo da trombina, o que resulta em um coagulo de fibrina com propriedades adesivas (LE
NIHOUANNEN et al., 2007).

Sua implantacdo no defeito, juntamente com granulos de HA, forma um composto de
facil manipulacdo e inser¢do, impedindo a formacgdo de espacos sem preenchimento de
biomaterial (JEGOUX et al., 2005). Estudos em animais mostraram que essa associacao entre
selante de fibrina e bioceramicas € viavel e contribui no processo de reparo 0sseo, ao
aprimorar as propriedades osteogénicas das bioceramicas (JEGOUX et al., 2005; LE
NIHOUANNEN et al., 2007). Essa caracteristica esté relacionada a uma reagdo inflamatoria

capaz de promover a diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em osteoblastos (LE
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NIHOUANNEN et al., 2007). Essas células-tronco também podem ser adicionadas ao selante,
0 que torna a formacdo 6ssea mais rapida (LEE et al., 2008). Pode ainda ser enriquecido com
plaquetas, apresentando resultados satisfatorios (HUH et al., 2006).

Desse modo, espera-se que um tratamento reabilitador que utilize bioceramicas
associadas a selantes de fibrina, juntamente com o uso sistémico de ranelato de estrdncio,
promova uma regeneracdo 6ssea adequada, em que o 0sso neoformado, no caso dos 0Ss0S
maxilares, seja capaz de suportar cargas mastigatorias, assim como forgas dinamicas
parafuncionais, sem que sofra fadiga ao longo do tempo (EARTHMAN et al., 2006).

Para avaliar o potencial osteogénico desses materiais, existem métodos invasivos,
como as biopsias, para avaliacao histologica do osso neoformado, assim como as sondagens
clinicas, que podem ser indicadas em algumas situacdes em periodontia e em implantodontia.
Como esses métodos podem interferir diretamente na cicatrizacdo tecidual (DANESH-
MEYER; CHEN; RAMS, 2002), pode-se optar por métodos ndo-invasivos, como as
radiografias e tomografias computadorizadas. Essa avaliagdo é muito importante na
reabilitacdo, ja que a qualidade do osso neoformado e a localizagdo do defeito podem
interferir, por exemplo, no sucesso de cirurgias para colocacdo de implantes. Desse modo, é

importante a realizacdo de métodos ndo-invasivos para avaliacdo do osso neoformado.

2.2.3 Métodos imaginolégicos na avaliacdo do tecido 6sseo

O tecido dsseo pode ser avaliado tanto por imagens radiograficas, como por métodos
avancgados de imagem. As primeiras constituem-se como 0S exames iniciais em qualquer
tratamento, por serem de facil acesso e de baixo custo, embora possuam uma grande
limitacdo: fornecem informagOes em apenas duas dimensdes de estruturas tridimensionais e
produzem, em algumas incidéncias, imagens finais com magnificagdes (GUTTENBERG,
2008). Elas ainda fornecem pouca informacdo sobre a densidade e a espessura do tecido
0sseo, bem como sobre a proximidade espacial com estruturas vitais (GANZ, 2008),
desvantagens que dificultam um diagndstico mais preciso.

Os exames avancados de imagem, como a tomografia computadorizada (TC), por seu
turno, conferem informacgdes das trés dimensdes (largura, comprimento e espessura) das
estruturas investigadas e, por isso, permitem avaliar quantitativamente a macroestrutura do

tecido dsseo (GENANT; JIANG, 2006). Dentre outras vantagens, podem-se citar a
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capacidade de eliminar a sobreposicdo de estruturas na imagem final, bem como apresentar
imagens em tamanho real e possibilitar reconstrugdes da imagem em varios planos
(CRUSOE-REBELLO et al., 2009).

Este € um exame que utiliza radiacdo ionizante para obtencdo das imagens
tomograficas seccionais, formadas pela atenuagdo da radiacdo X ao interagir com os tecidos
do corpo (FIROOZABADI et al., 2008). Ela esta indicada no diagndstico, planejamento
terapéutico e no acompanhamento de tratamentos (COSTA E SILVA; ANTUNES;
CAVALCANTI, 2003). Em casos de fraturas (STEINBERG; STERNHEIM; BLACHAR,
2010) e patologias dsseas, permite determinar sua extensdo com precisdo, assim como sua
densidade relativa (GUTTENBERG, 2008), pela medida do coeficiente de atenuacdo dos
diferentes tecidos (CRUSOE-REBELLO et al., 2009).

O coeficiente de atenuacéo tecidual é representado numericamente por uma escala de
valores conhecida por Unidades Hounsfield (UH), que apresenta a quantidade de radiacdo
absorvida pela estrutura e estd relacionada com a densidade e o numero atdbmico do tecido
avaliado (CRUSOE-REBELLO et al., 2009). Essa escala é baseada no valor da densidade do
ar, 4gua e 0sso denso, aos quais foram determinados os valores de -1000, 0 e +1000,
respectivamente (SHAPURIAN et al., 2006). Como é uma medida sitio-especifica, objetiva e
quantitativa, sofre pouca interferéncia da experiéncia do avaliador (REBAUDI et al., 2010).

Desse modo, o conhecimento dessa escala e uma correta interpretacdo dos seus
achados a tornam uma ferramenta valiosa de diagndstico, que avalia de forma objetiva a
densidade Ossea e, assim, fornece informacgdes Unicas ao cirurgido sobre o sitio para
planejamento de implantes (REBAUDI et al., 2010; SHAPURIAN et al.,, 2006;
TURKYILMAZ et al., 2008), assim como de mini-implantes, em casos de tratamento
ortodéntico (CHOI et al., 2009). Ela ainda pode ser aplicada para distinguir lesbes dsseas,
assim como avaliar o contetdo de lesdes cisticas (CRUSOE-REBELLO et al., 2009). Em
casos de distracdes osteogénicas, pode ser utilizada para avaliar a formagéo 6ssea, permitindo,
inclusive, comparar a densidade do osso normal e do neoformado (HASHEMI; JAVIDI,
2010).

A TC possui algumas limitacdes, dentre elas o custo do aparelho e do exame, a dose
de radiagéo, e o fato de o aparelho ser fechado, o que leva alguns pacientes a se sentirem
claustrofobicos durante o exame (GUTTENBERG, 2008). Além disso, sua resolucdo de
imagem ndo permite determinar com precisdo a arquitetura da trabécula 6ssea (GRIFFITH;
ENGELKE; GENANT, 2010) e, por isso, impossibilita a visualiza¢do e o diagndstico de um

0sso de qualidade.
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Apesar de suas limitacGes, € um exame excelente, por fornecer informacgdes Unicas
sobre o tecido 06sseo e o tecido mole. Na tentativa de contornar suas limitacbes, foi
desenvolvida, na década de 90, uma nova tecnologia de TCs a Tomografia Computadorizada
Cone Beam (TCCB). A tecnologia do feixe conico ou Cone Beam possui vastas aplicagdes
nos campos médicos e odontoldgicos. Dentre elas, podem-se citar aplicacGes em radioterapia
oncologica, radiologia intervencionista, otorrinolaringologia, avaliagdo do complexo maxilo-
mandibular para o planejamento de implantes, avaliagdo da articulagdo temporo-mandibular
na investigacdo de alteracdes Osseas degenerativas, avaliacdo de dentes inclusos, além da
avaliacdo de infeccdes, cistos ou tumores 6sseos (EDWARDS, 2010; WHITE; PHAROAH,
2008).

Como o valor do voxel (elementos de volume) da imagem do TCCB néao é um valor
absoluto (NAITOH et al., 2010), associado ao ruido da imagem (HUA et al., 2009), ndo é
possivel aplicar o UH nessas imagens tomograficas. Porém faz-se necessario avaliar a
qualidade Gssea nessas imagens. Para isso, foi proposta uma linha de regressdo com a qual se
obtiveram resultados satisfatorios (NAITOH et al., 2010). Entretanto, outros autores postulam
que a andlise fractal e a medida da area 6ssea apresentam resultados satisfatorios na avaliacdo
da qualidade Ossea. Entretanto, a andlise de densidade apresentou resultados insatisfatorios
(HUA et al., 2009).

Ela, portanto, visa a reproduzir a imagem tridimensional de tecidos mineralizados
(GARIB et al., 2007), o que torna possivel a visualizacdo precisa da morfologia do defeito
0sseo, assim como um planejamento de tratamento por regeneracdo tecidual guiada, além de
ser possivel acompanhar a cicatrizacdo do defeito (TAKANE et al., 2010).

Esses dois métodos de imagens tomogréaficas (TC e TCCB) possuem uma importante
vantagem em comum, em se tratando de lesGes Gsseas extensas, pois, a partir de suas imagens,
é possivel a construcdo de protétipos teciduais (BAKHOS et al., 2010; LAMBRECHT et al.,
2009).

A prototipagem é um metodo no qual reprodug6es de segmentos corporais sdo obtidas
a partir de imagens tomograficas (YACUBIAN-FERNANDES et al., 2004). Como séo
produzidas imagens em tamanho real, os prototipos resultantes corresponderdo a moldes
fidedignos dos defeitos 6sseos (BAKHOS et al., 2010). Dessa forma, eles fornecem ao
profissional uma visdo completa do problema do paciente, o que permite quantificar a sua
deformidade e planejar a melhor modalidade terapéutica (EDWARDS, 2010). Assim, as
vantagens desse procedimento consistem em um melhor planejamento cirdrgico, por permitir
uma simulacéo cirdrgica e a criacdo de préteses (YACUBIAN-FERNANDES et al., 2004),
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além de estar relacionado com uma diminui¢do no tempo cirurgico e de erros transoperatorios
(ZHOU et al., 2010).

Para a obtencdo de um protdtipo mais fidedigno, além de imagens de alta resolugéo, é
necessario que elas tenham uma boa qualidade, de preferéncia com auséncia de imagens
resultantes de artefatos metalicos (EDWARDS, 2010), bem como permitam uma boa
distingdo entre tecidos moles e duros, o que € viabilizado pela medida das UHs. Como essa
andlise ndo € possivel na TCCB, alternativas podem ser lancadas. Por isso, ndo se inviabiliza
0 seu uso na fabricacao de protétipos 6sseos (LAMBRECHT et al., 2009).

A incapacidade de discriminar o tecido mole, devido a sua baixa resolucdo de
contraste, € uma das desvantagens da TCCB, quando comparada com a TC (GUERRERO et
al., 2006; SCARFE, FARMAN, 2008). Dentre outras limitacdes, pode-se citar a dose de
radiacdo, que, apesar de ser menor do que a necessaria para a obtencdo de uma TC, é 4 a 43
vezes maior do que a necessaria para a realizacdo de uma radiografia plana (EDWARDS,
2010). Durante a realizacdo do exame, pode ocorrer ainda a formacdo de radiacdo de
espalhamento (BIANCHI et al., 2010), a formacéo de ruido na imagem, além de imagens por
artefatos. A soma desses fatores interfere na qualidade da imagem tomografica (SCARFE;
FARMAN, 2008). Contudo, apesar de ser um exame excelente para a visualizacdo do tecido
0sseo, ele apresenta detalhes apenas da macroestrutura desse tecido.

Para examinar a microestrutura 6ssea, alguns exames estdo disponiveis, dentre eles a
tomografia computadorizada de alta resolucdo (hrTC), a microtomografia computadorizada
(micro-TC), a ressonancia magnética de alta resolucdo (hrMR) e a ressonancia
micromagnética (micro-RM) (GENANT; JIANG, 2006).

A micro-TC é um exame que utiliza radiacdo ionizante, em feixes conicos, para
obtencdo de imagens tomograficas em trés dimensdes (EFEOGLU et al., 2007). Ela esta
indicada para analise de pequenas bidpsias dsseas e envolve, normalmente, estudos in vitro
(GENANT,; JIANG, 2006). Possui uma alta resolugdo espacial, o que permite detectar
pequenas estruturas (KOBAYASHI et al., 2003), como a microestrutura 6ssea (HANSON;
BAGI, 2004) e, por isso, é uma ferramenta util para avaliar a arquitetura desse tecido em
resposta a forcas dindmicas e estaticas, pela propagacdo de estresse, além de avaliar falhas
estruturais iniciais e a sua propagacdo. Esta indicada também no estudo da cicatrizagdo 6ssea
peri-implantar e para avaliar as propriedades biomecanicas na interface osso-biomaterial
osteocondutor (CANO et al., 2008).

Além de sua aplicagdo na avaliagdo do tecido 0sseo, ela pode ser utilizada ainda para a

caracterizagdo morfométrica de substitutos 0sseos aloplasticos (MALAFAYA; REIS, 2009),
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assim como, em casos de biomateriais porosos, para definir a espessura, tamanho e
distribuicdo dos seus poros (KLEIN et al., 2009). Permite avaliar também as propriedades
fisicas de difusdo, elasticidade e permeabilidade do material e suas propriedades mecénicas
(KNACKSTEDT et al., 2006). A associagdo dessas informag6es com a capacidade de mostrar
0 crescimento tecidual no interior do biomaterial (KNACKSTEDT et al., 2006) permite
avaliar se a dindmica da osteoconducdo e osteoinducdo estdo ocorrendo e, a partir dessas
observacgoes, planejar modificagcdes no tamanho e na geometria do biomaterial (KLEIN et al.,
2009).

As imagens dos 0ssos longos obtidas por esse método sdo similares as observadas pelo
exame do tecido 6sseo por métodos histoldgicos e histomorfométricos. Porém possuem
algumas vantagens, pois a bidpsia tecidual permanecerd integra, ou seja, 0 espécime ndo sera
cortado para obtencdo de ldminas. Além disso, o tempo para analise é reduzido, ja que ndo ha
necessidade de preparacdo da amostra para inclusdo em parafina ou em metil-metacrilato, e o
espécime sera avaliado em imagens tomogréaficas nos mesmos planos e cortes que seriam
observados em laminas histologicas (HANSON; BAGI, 2004). Por isso, esse exame pode ser
considerado como bidpsia virtual (CANO et al., 2007).

Essa metodologia tem sido aplicada para avaliacdo da neoformacgdo Gssea em defeito
critico (BURASTERO et al., 2010; EBINA et al., 2009; EFEOGLU et al., 2007; EFEOGLU
et al., 2009; JIANG et al., 2010; PETRI ARONIN et al., 2009; YU et al., 2009). Dentre as
possiveis analises aplicaveis estdo a média de valores de pixel da imagem, a medicdo do
volume 6sseo e a avaliacdo da area de superficie (EFEOGLU et al., 2007), pela selecdo da
area de interesse da imagem (HANSON; BAGI, 2004), o que permite avaliar se a regeneracao
Ossea nos sitios com defeito estd ocorrendo (EFEOGLU et al., 2009). Além disso, por
examinar a microestrutura 0ssea, permite apreciar a qualidade desse tecido, o0 que seria
essencial para os sitios que servirdo de suporte para implantes Osseo-integrados ou que
receberdo grandes cargas mastigatorias.

Aparelhos mais modernos permitem acompanhar a formacdo 0ssea e a integracdo do
biomaterial com o tecido através de modelos animais in vivo, aléem de avaliar a resposta
indivual de cada animal, reduzindo a possibilidade de viés e possibilitando a reducdo do
namero de animais utilizados nos estudos (LEE et al., 2010).

Os métodos de imagens em alta resolucéo ainda nao estdo disponiveis para aplicacdes
clinicas, e 0 seu uso € limitado para experimentos em animais pequenos ou em estudos de
amostras in vitro (CANO et al., 2007). Porém, quando se tornar aplicavel em seres humanos,

sera uma ferramenta valiosa na monitoracdo da cicatrizagdo 6ssea e na avaliagdo de doengas
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desse tecido (EFEOGLU et al., 2009). Entretanto, é valido ressaltar que, como a analise em
micro-TC exige uma bidpsia tecidual, ela ndo devera ser utilizada rotineiramente em humanos
(REBAUDI et al., 2010), restringindo-se aos casos em que uma bidpsia seria realizada
impreterivelmente.

A alta resolucdo da micro-TC torna-a superior a TC e aos exames planos de imagem
para observar as alteracGes estruturais do biomaterial. Enquanto a resolucéo espacial da TC
varia entre 0,5 a 1mm, a da micro-TC é da ordem de 25um. Ja a baixa resolucdo dos exames
planos de imagem torna dificil a distingdo entre as densidades do tecido Gsseo e do
biomaterial (LU; RABIE, 2003). Porém, enquanto a utilizacdo da micro-TC ndo for possivel,
a TC permanece sendo uma solucdo viavel in vivo, ja que, apesar das vantagens inerentes a
micro-TC, j& foi demonstrado que medidas realizadas nela e na TC mostraram ser similares
estatisticamente (REBAUDI et al., 2010) e que o uso de programas de processamento de
imagem contribuem na quantificacéo e visualizacdo de pequenas estruturas, como a trabécula
Ossea em imagens de TC (KOBAYASHI et al., 2003).

2.2.4 Imagens radiograficas na avaliacdo do reparo 0sseo

O desenvolvimento de métodos ndo-invasivos, que substituam a analise histologica
por meio de bidpsias, é crucial (BOZZO et al., 2004), uma vez que métodos invasivos podem
ter um efeito prejudicial na cicatrizacdo dos sitios regenerados (DANESH-MEYER; CHEN;
RAMS, 2002). A radiografia € um método rapido e barato, quando comparado com a
avaliacdo histologica (PRYOR; SUSIN; WIKESJO, 2006). Além disso, pacientes mutilados
por traumas ou tumores 0sseos devem ser reabilitados proteticamente, e uma avaliacdo nao-
invasiva, que possibilite determinar a qualidade do osso de suporte neoformado, é muito
importante.

Ao avaliar histologicamente o potencial da HA na neoformacdo 0ssea em defeitos
criticos, Barreto (2008) observou um aumento da vascularizacdo nas bordas dsseas, assim
como neoformacédo 6ssea mais evidente nessa regido no tempo biolégico de 45 dias, enquanto
que, aos 120 dias, a proliferagcdo vascular foi observada em toda a extensdo do defeito, com
formacéo de tecido 0sseo circundando a HA, principalmente na proximidade das margens do
defeito. Chen e colaboradores (2009) avaliaram subjetivamente por radiografia convencional

o potencial osteocondutivo de um material composto de tricalcio fosfato em defeitos criticos e
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concluiram que, nos tempos bioldgicos de quatro e oito semanas, foi possivel observar o
crescimento de novo 0sso no defeito dsseo.

Apesar de o exame histopatologico possibilitar avaliar os componentes celulares
presentes na regeneracao tecidual, alguns estudos mostraram que é possivel acompanhar o
processo de neoformacdo Ossea por exames radiograficos. Okazaki e colaboradores (2000)
compararam 0s achados histoldgicos e radiograficos de defeitos ndo-criticos em tibias de
ratos. Observaram formacdo dssea ao redor das margens do bloco de HA ap6s 28 dias de
implantacdo, por ambos os métodos. J& Huh e colaboradores (2006) observaram radiografica
e histologicamente uma maior formagdo 6ssea no grupo gque recebeu 0sso autélogo e selante
de fibrina, do que no grupo de animais onde o defeito critico foi preenchido exclusivamente
com 0sso autélogo.

Ao acompanhar o processo de neoformacdo dssea em defeitos Gsseos, Wang e
colaboradores (2003) afirmaram que é possivel distinguir microesferas de HA em radiografias
devido a sua radiopacidade, assim como observar o processo de degradacdo do biomaterial a
medida que ocorre a neoformacdo Ossea. Tais resultados validariam esse método como uma
alternativa no acompanhamento de tratamentos regenerativos teciduais 6sseos.

Porém a radiopacidade do biomaterial pode dificultar o acompanhamento da formacéo
0ssea. Yun e colaboradores (2010) observaram que os achados radiograficos ndo
correspondiam aos histoldgicos, principalmente quando o biomaterial utilizado fosse
radiopaco. Uma vez que ndo era possivel distinguir, radiograficamente, o osso neoformado do
biomaterial (ZHUKAUSKAS et al., 2010), Pryor, Susin e Wikesjo (2006) complementaram
que a radiografia possui pouca acuracia de diagnéstico para analisar formacgoes dsseas iniciais
em modelos de defeito critico em calvaria de ratos, quando comparada com 0 exame
histopatoldgico, fato relacionado a pouca mineralizacdo do tecido neoformado em estagios
iniciais (TAGA et al., 2008). Assim, a dificuldade em distinguir o 0sso neoformado do
biomaterial pode estar correlacionada com uma limitagdo do olho humano em diferenciar os
tons de cinza da imagem (CARVALHO et al., 2009).

Desse modo, quando softwares de computador sdo utilizados para avaliar esse
processo, os resultados sdo mais satisfatorios. A aplicacdo da ferramenta da média de valores
de pixel em radiografias digitais, para acompanhar a regeneracdo 0ssea em defeitos criticos,
mostra que essa média € maior no grupo que recebeu o biomaterial do que naquele onde o
defeito permaneceu vazio (ZHANG et al., 2010b). Entretanto, mesmo essa ferramenta sendo
muito util, se o biomaterial for rapidamente biodegradado e ndo contribuir na formacéo dssea,

ela pode ndo fornecer informagdes adicionais (SPIN NETO, 2008).
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Ao aplicar essa analise, a formacgdo dssea sera observada gradualmente, porém, em
estagios mais avancados, a densidade Ossea radiografica sera mais evidente (ZHANG et al.,
2010a). Nos estagios iniciais, um método mais sensivel, como a micro-TC, estd indicado
(NIEMEYER et al., 2010a). Porém, como as radiografias, convencionais ou digitais, sdo mais
acessiveis e baratas do que os exames avancados de imagem, como as tomografias, a
associacdo entre diferentes andlises radiograficas pode contribuir no acompanhamento do
processo de regeneracao tecidual.

Em radiografias com subtracdo digital de calvarias de coelho, foi quantificada a
densidade radiografica da neoformacdo 6ssea pela média de valores de pixels. No grupo que
recebeu 0sso autdlogo e no que recebeu 0sso autélogo juntamente com plasma enriquecido
com plaqueta, a radiopacidade foi maior do que a observada no grupo controle e no que
recebeu apenas plasma enriquecido com plaqueta. Tal resultado também foi observado pela
analise histomorfométrica (AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2002).

Analises densitométricas com utilizacdo de um densitdmetro também podem ser
aplicadas em radiografias convencionais obtidas a partir de defeitos criticos em ratos. Elas
confirmam os achados por andlises subjetivas das imagens, assim como demonstram
radiopacidade significativamente aumentadas nos grupos que receberam o biomaterial do que
no controle (SAADEH et al., 2001).

Outras metodologias foram propostas como analise objetiva das imagens pela
aplicacdo de escores semiquantitativos para avaliar o grau de formacdo Ossea durante o
periodo de regeneracdo tecidual (SARKAR et al., 2006). Ou mesmo aplicar escores
qualitativos a partir dos resultados da analise de densidade radiografica (NIEMEYER et al.,
2010b). As avaliagbes qualitativas das imagens radiograficas apresentam resultados
satisfatorios e compativeis com os achados do exame histopatolégico (ZHUKAUSKAS et al.,
2010) e da micro-TC (BURASTERO et al., 2010). Apesar de apresentarem certa
concordancia nos achados, as imagens radiograficas digitalizadas mostraram uma cicatrizacéo
0ssea mais significativa do que pela avaliacdo qualitativa por micro-TC (PETRI ARONIN et
al., 2009).

Porém, como a maioria dos estudos descreve a quantidade de tecido neoformado em
um nivel semiquantitativo, os seus resultados s&o, assim, dependentes da avaliacdo subjetiva
de cada avaliador (SCHONBERGER et al., 2007) e podem sofrer influéncia da resolugdo da
imagem, o0 que pode levar a um resultado falso-positivo, como, por exemplo, um
sobrediagnostico com a utilizagdo de radiografias convencionais digitalizadas (PETRI
ARONIN et al., 2009).
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Desse modo, um meétodo ideal de avaliacdo da neoformacdo 6ssea em defeitos 0sseos
experimentais deve atender a alguns pré-requisitos: alta sensibilidade, para detectar as
possiveis diferencas entre as imagens; alta especificidade, para detectar formacdo de novo
0ss0; pouca influéncia do avaliador, evitando-se, por isso, a variabilidade entre observadores;
dados facilmente reproduziveis, com alta confiabilidade e baixa variabilidade entre
observadores; e aplicabilidade em qualquer modelo animal experimental (SCHONBERGER
etal., 2010).

Tal método deve também ser capaz de superar algumas limitacfes relacionadas as
propriedades fisicas intrinsecas e as multiplas varidveis envolvidas durante o exame
radiografico. CondicGes de exposicdo (tempos de exposicdo ndo-padronizados), distancia
entre foco e filme, lote do filme, coeficientes de atenuacédo e a filtracdo da radiagdo X por
filtros de aluminio podem fazer com que o brilho e o contraste da radiografia de um mesmo
individuo variem, o que limita a avaliacdo do 0sso e a mensuracdo da sua densidade mineral
(BELTRAME et al., 2005). Isso contribui para que a quantificacdo do 0sso neoformado em
modelos experimentais de defeito 6sseo seja um grande problema (SCHONBERGER et al.,
2007). Desse modo, para avaliar corretamente a progressdo da mineralizacdo em defeitos
0sseos criticos, é necessario o desenvolvimento de métodos que garantam padronizacao, tanto
no posicionamento do individuo quanto no tempo de exposi¢do selecionado, além de um
controle adequado na corrente elétrica que alimenta o aparelho de radiagdo X, para que sejam
evitados picos de corrente que influenciariam na densidade final da radiografia.

Atentando para esses cuidados, Schénberger e colaboradores (2007) desenvolveram
um método quantitativo para essa avaliacdo em radiografias digitais, que mostrou ser seguro,
facil de usar, e que fornece informacdes detalhadas na avaliacdo do tecido regenerado, quando
comparado a métodos semiquantitativos. Esse método constitui-se de cinco etapas: 1-
padronizacdo do tamanho e da cor da radiografia; 2 — delimitacdo da regido de interesse
(ROI); 3 — definicdo da qualidade de mineralizacdo; 4 — analise do valor médio dos pixels e do
histograma; 5 — quantificacdo (SCHONBERGER et al., 2007; SCHONBERGER et al., 2010).

No modelo proposto por Beltrame e colaboradores (2005), enfatiza-se a necessidade
de ferramentas de calibragdo de imagem, pelo uso de escalas de aluminio ou pelo uso de
softwares que permitam o uso de um algoritmo de calibracdo para analise semiquantitativa de
imagens radiograficas despadronizadas, como uma ferramenta de avaliacdo da regeneragédo
0ssea pelo uso de biomateriais. Eles validaram esse método e mostraram sua importancia na
quantificacdo da deposigéo continua de tecido 6sseo mineralizado no defeito 6sseo de grandes

dimensoes.
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O uso de escalas de aluminio na realizacdo de radiografias permite uma padronizacao
das avaliagdes (LOUZADA et al., 2001), j& que atua como uma referéncia interna, ao corrigir,
por exemplo, variagOes na densidade da imagem decorrentes de atenuacgdes diferentes dos
feixes de raios X (TRE et al., 2006). Como o aluminio possui uma curva de absorcio da
radiacdo X muito semelhante a do osso (LOUZADA, 1994), € possivel calcular, a partir dos
valores médios de pixels de cada degrau da escala, a densidade 6ssea em valores equivalentes
em milimetros de aluminio (mmAl) (TRE et al., 2006). Dentre outras vantagens, como 0
aluminio possui uma densidade conhecida, isso garante uma reprodutibilidade das medicdes,
assim como padroniza os valores em uma unidade Gnica, que pode ser utilizada como
parametro em outras pesquisas.

Desse modo, € de suma importancia o desenvolvimento e a realizacdo de estudos que
envolvam métodos radiograficos quantitativos para a avaliacdo da regeneracdo 6ssea em sitios

com grande perda tecidual.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar métodos radiograficos na neoformacéo dssea.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1 — Comparar por métodos radiogréficos digitalizados e digital (DenOptix®), o reparo
tecidual em defeito critico na calvéaria de rato, preenchido com HA e/ou selante de fibrina,
submetido a dieta convencional,

2 — Comparar por métodos radiograficos digitalizados e digital (DenOptix®), o reparo
tecidual em defeito critico na calvéria de rato, preenchido com HA e/ou selante de fibrina,
submetido a administracdo sisttmica de ranelato de estréncio,

3 — Avaliar os métodos media dos valores de pixel, subtracdo digital da imagem e

conversdo em valores equivalentes em mmAl na analise da radiopacidade tecidual.
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4.1 BIOMATERIAL

O biomaterial em microesferas de HA foi desenvolvido, preparado, caracterizado e
fornecido pelo Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF). Esse biomaterial foi produzido
a partir de uma solucao aquosa de HA. Ela foi gotejada em uma solucéo de cloreto de calcio
(CaCl,-0,15M), utilizando-se uma Unica seringa para formar microesferas com diametro entre
250 e 425um. Apos 24 horas de incubagdo, em temperatura ambiente, elas foram recolhidas
com uma peneira apropriada e, entdo, sinterizadas em rampa de aquecimento até 1100°C
(Figura 1).

Figura 1 — Hidroxiapatita

Foi utilizado também um selante de fibrina (Tissucol® - Baxter, Viena, Austria)
(Figura 2A) e a medicacdo Ranelato de Estroncio (Protos® - Servier, Gidy, Franca) (Figura

2B), ambos obtidos comercialmente.
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PROTOS "2¢

ranelato de estroncio 29
Granulado para suspensdo oral

Baxter

Tissuc sachés
fibrinogénio, aprotinina e trombina

SELANTE DE FIBRINA

Kit 1,0 mL

Figura 2 — Selante de fibrina (A) e ranelato de estréncio (B)

4.2 ANIMAIS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS) (Protocolo n°003-09 CEUA UEFS) (Anexo A) e
cumpriu as Normas de Etica em Pesquisa com Animais, assim como 0s Principios de
Biosseguranca.

Neste estudo, foram utilizados 55 ratos Rattus norvegicus da linhagem wistar, albinos,
machos, adultos, com peso de aproximadamente 350 a 400g, de trés a quatro meses de idade.
Entretanto, para a composic¢do da amostra, foram utilizados 45 animais, diferenca relacionada
com a perda de animais no periodo po6s-operatério. Todos os animais foram operados e
mantidos em observacgédo no pos-operatério, no Biotério da UEFS.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para a composi¢do de nove grupos,
avaliados no ponto bioldgico de 45 dias (Tabela 1):

Grupo CO — Grupo de controle: os defeitos foram mantidos sem preenchimento com
biomateriais, apenas com a presenca de coagulo sanguineo.

Grupo HA — Os defeitos foram preenchidos com microesferas de HA.

Grupo SF — Os defeitos foram preenchidos unicamente com selante de fibrina (SF):

Tissucol®.
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Grupo HA/SF — Os defeitos foram preenchidos por microesferas de HA e por selante
de fibrina: Tissucol®.

Grupo RE — Os animais receberam dieta com 337,59 de ranelato de estroncio (RE),
Protos®, e ndo houve implantagdo do biomaterial nos defeitos 6sseos.

Grupo HA/RE — Os defeitos foram preenchidos com microesferas de HA, e 0s animais
receberam dieta com 337,5g de ranelato de estroncio: Protos®.

Grupo SF/RE — Os defeitos foram preenchidos com selante de fibrina, Tissucol®, e os
animais receberam dieta com 337,59 de ranelato de estroncio: Protos®.

Grupo HA/SF/IRE — Os defeitos foram preenchidos com HA e selante de fibrina,
Tissucol®, e os animais receberam dieta com 337,5g de ranelato de estroncio: Protos®.

Grupo PO — Grupo densidade padrdo ouro (PO) para andlise radiogréafica: foram
realizadas pequenas demarcacdes com fresa cirdrgica na calvaria de animais higidos, quando
estavam com 4,5 a 5,5 meses de idade, correpondentes a 45 dias poOs-operatorios, para
localizar a area correspondente aos defeitos 0sseos e estabelecer, radiograficamente, o padrédo

0sseo e a densidade ouro nessa regiao.

Tabela 1 — NUmero de animais segundo grupo e tempo bioldgico

Grupo | CO |HA |SF |HA/ |RE | HA/ | SF/ | HA/SF | PO | Total
Periodd SF RE |RE |/RE
45 dias 5 5 5 3) 5 5 5 5 5 45
Total 5 5 5 5 5 ) ) 5 5 45

Fonte: Dados da pesquisa, 2010.

Os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental em gaiolas
identificadas e autoclavadas, forradas com cama de maravalhas de pinus autoclavada e
trocada diariamente, alimentados e mantidos em condi¢cbes ambientais controladas de
temperatura e luminosidade. Os animais sofreram eutanasia no tempo bioldgico de 45 dias
pOs-operatorios.

Os animais dos grupos RE, HA/RE, SF/RE e HA/SF/RE receberam dieta de ranelato
de estrdncio, seguindo protocolo adaptado de Ammann e colaboradores (2004), da seguinte

maneira: foi fornecido aos animais agua ad libitum e racdo sélida (Nuvilab — Nuvital, Parand,
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Brasil), triturada e misturada a 900mg/kg/dia, correspondentes a, aproximadamente, 337,5¢ de

ranelato de estroncio, durante todo o periodo do experimento.

4.3 TECNICA CIRURGICA DAS LESOES OSSEAS

Os animais foram anestesiados com injecGes intramusculares de cloridrato de
guetamina a 10% (Cetamin, do Laboratério Syntec, Sdo Paulo, Brasil), na proporcdo de
0,12mL/100g de massa corpdrea, enquanto a analgesia e a sedacdo foram realizadas com
injecdes intramusculares de cloridrato de xilazina (Dopaser - Laboratorio Hertape Calier,
Barcelona, Espanha), na proporcéo de 0,06mL/100g de massa corpdrea (Figura 3). Os animais
foram tricotomizados na regido da calvéria (Figura 4A); em seguida, foi realizada uma
antissepsia com alcool iodado do campo operatério (Figura 4B) e, entdo, posicionados em

decubito ventral para acesso a calvéria (Figura 5).

a

Figura 3 — Preparagdo pré-cirirgica dos animais: realizacéo de anestesia intramuscular

Figura 4 — Preparacdo pré-cirdrgica dos animais: tricotomia (A) e antissepsia com alcool iodado (B)
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Figura 5 — Preparac&o pré-cirurgica dos animais: montagem do campo cirdrgico e

posicionamento do animal em decubito ventral

Uma incisdo cutanea bicoronal foi realizada, com aproximadamente 3,0cm de
extensdo, utilizando-se l1amina de bisturi n°15 (Figuras 6A e 6B). Em seguida, foi feita uma
divulsdo com tesoura de ponta reta e romba, e elevacdo do retalho para acesso ao periosteo
(Figura 6C), que foi incisado e removido, utilizando-se uma espatula n°7 e pinca clinica, para
exposicao do tecido ésseo (Figura 6D).
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Figura 6 — Etapas cirdrgicas: incisao bicoronal cutanea (A, B), divulséo e elevacgdo do retalho (C),
remogdo do peridsteo (D)

O defeito critico foi confeccionado com uma fresa trefina de aproximadamente 8,5mm
de didmetro externo (Dentoflex, Sdo Paulo, Brasil), montada em contra-angulo (Dabi Atlante,
S&o Paulo, Brasil), com reducdo de 1:16, acoplada a um motor cirdrgico (Driller BLM 600
Plus, Sdo Paulo, Brasil) de 1500rpm (Figura 7A). O defeito 6sseo de cerca de 1mm de
espessura, devido a espessura Ossea da calvéria, foi confeccionado entre os vértices das
suturas anterior e posterior, sob irrigagdo constante de solucdo salina (Figuras 7B e 7C). Por
fim, o biomaterial foi implantado no defeito, ou ndo (Figuras 7D e 7E), a0 que Se seguiu a
reposicdo e a sutura interrompida do retalho com fio de seda 3.0 (Figura 7F). As microesferas
de HA, quando utilizadas, foram previamente esterilizadas em autoclave a 120°C por 30
minutos, e o selante de fibrina foi mantido em estufa a uma temperatura de 37°C, para se
evitar coagulacédo do produto.
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Figura 7 — Etapas cirdrgicas: confeccao do defeito dsseo com broca trefina (A, B); defeito
6sseo confeccionado (C); defeito 6sseo preenchido com selante de fibrina (D); e com hidroxiapatita

(E); rebatimento do retalho, seguido de sutura interrompida (F)

4.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

4.4.1 Preparacao dos animais
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Os animais dos grupos CO, HA, SF, HA/SF, RE, HA/RE, SF/RE, HA/SF/RE sofreram
eutanasia, utilizando-se doses letais de cloridrato de quetamina, apds 45 dias pos-operatérios,
correspondentes, respectivamente, a faixa de 4,5 a 5,5 meses de idade.

J& os animais do grupo PO foram eutanasiados quando possuiam 4,5 a 5,5 meses de
idade e, em seguida, foram operados para realizacdo da demarcacdo na calvaria utilizando a
fresa trefina, para definir os limites do defeito sem a remoc&o do 0sso.

Os animais foram dissecados para remover toda a por¢do superior da calvaria,
incluindo tecidos moles. Os espécimes foram colocados em recipientes plasticos
identificados, com solucdo de formol tamponado a 4%, para fixacdo. Cerca de quatro dias
depois, os espécimes foram levados ao servi¢co de Radiologia da Faculdade de Odontologia da

Universidade Federal da Bahia (UFBA), para realizacdo das imagens radiograficas.

4.4.2 Preparacao do corpo de prova

Foi realizada, também, uma radiografia das microesferas de HA para determinar a sua
densidade. Para isso, foi realizada uma demarcacgdo na cera utilidade, com cerca de 1mm de
espessura, utilizando uma das calotas Osseas removidas durante o ato cirdrgico. As
microesferas de HA foram entdo colocadas sobre a cera, simulando uma condi¢do clinica

(Figura 8). E, entdo, foram obtidas as imagens radiograficas (Figura 9).

Figura 8 — Preenchimento da cera utilidade com microesferas de HA, simulando uma condic&o

clinica
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Figura 9 — Radiografia das microesferas de HA: A - Radiografia convencional digitalizada; B-

Radiografia digital

4.5 ANALISE RADIOGRAFICA

Os espécimes foram transportados para 0 Ambulatério de Radiologia Odontoldgica da
Faculdade de Odontologia da UFBA, que dispbe de todos 0s equipamentos necessarios para a
obtencdo das imagens radiograficas convencionais e digitais e para as suas analises. As
exposicoes foram realizadas utilizando-se o aparelho Expert DC (Gendex Dental System,
Itdlia) de quilovoltagem e miliamperagem fixas em 65kVp e 7mA, respectivamente, a uma
distancia foco-receptor de 34cm, garantida por um suporte de acrilico (Figura 8). No total, 90
tomadas radiograficas foram obtidas, uma vez que cada espécime foi radiografado 2 vezes,
pelos métodos convencional (Filme Insight — Carestream Health, Nova York, EUA) e digital
(DenOptix® - Dentsply International/Gendex® Dental X-ray Division, Illinois, EUA).

Inicialmente, foram obtidas 10 imagens radiograficas do Grupo 1X, com cinco tempos
de exposigéo diferentes. Essas imagens serviram para determinar o tempo de exposicéo (TE)
adequado para cada um dos sistemas. Apds a avaliacdo das imagens convencionais em um
negatoscépio e das digitais em uma tela de computador, por trés radiologistas com mais de
cinco anos de experiéncia, definiu-se um TE de 0,125s para ambos os sistemas trabalhados.

As calvarias foram fixadas em wuma unica cera utilidade, para garantir
reprodutibilidade e posi¢Ges semelhantes nas diversas exposicdes. A cera foi fixada perto do
suporte do filme, no posicionador de acrilico (Figura 10). Além de garantir uma padronizacéao
das imagens, esse suporte de acrilico possui uma placa de 1,2cm de espessura em acrilico,

para reproduzir o tecido mole (Figura 10).
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Figura 10 — Posicionador de acrilico para realizacao das tomadas radiograficas. A- Placa de
acrilico; B — Escala de aluminio; C — Calvaria; D — Cera utilidade; E — Filme radiogréfico.

Uma escala de aluminio foi posicionada na cera, perto das calvérias (Figura 10B), em
todas as tomadas radiograficas. Ela, além de garantir uma padronizacdo da imagem
radiogréafica, possibilitou o calculo da radiopacidade no interior do defeito Gsseo. Foram
adicionados também quatro marcadores de guta-percha (material radiopaco) nas margens do
defeito dsseo, para facilitar as analises subsequentes (Figura 11).

Figura 11 — Defeito 6sseo demarcado por marcadores de guta-percha (setas pretas) e a escala

de aluminio posicionada perto do espécime

Para obtencdo das imagens foi selecionada uma Unica placa de armazenamento de
fosforo (DenOptix®) de dimensdo 30mm X 40mm (Figura 12A) e filmes convencionais tipo 2
(dimens&o: 31mm X 41mm) e de sensibilidade E/F (Kodak Insight F-speed) (Figura 12B). A
placa de armazenamento de fésforo foi escaneada no scanner do DenOptix®, imediatamente

apos sua sensibilizacdo pela radiacdo X. Os arquivos foram exportados do software do
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fabricante e salvos em formato TIFF (Tagged Image File Format). Elas foram colocadas em
um negatoscopio por dois minutos, para garantir que a imagem fosse completamente apagada
da placa de armazenamento de fdsforo. J& os filmes convencionais foram processados
utilizando-se uma processadora automéatica Gendex GXP (Dentsplay International/ Gendex®
Dental X-ray Division — lllinois, EUA), para permitir um maior controle desse processo e
reduzir qualquer tipo de interferéncia. Posteriormente, foram digitalizadas utilizando-se um
scanner com leitor de transparéncia (HP ScanJet G4050, Hewlett Packard Company, Greeley,
Colorado, USA). As imagens foram escaneadas com 600dpi e salvas no formato BMP
(Bitmap File Format).

GENDEX o\

] 2000-04 2

Figura 12 — Peliculas radiograficas: A — Placa de armazenamento de fosforo (DenOptix®); B-

Filme radiografico Insight (Kodak)

4.5.1 Avaliagéo das imagens

Todas as avaliagbes imaginolégicas foram realizadas por um Unico avaliador,
radiologista previamente calibrado, utilizando-se um monitor de tela plana, 177, resolugdo

1280X1024 (LG Eletronics — S&o Paulo, Brasil), em um ambiente de iluminacéo reduzida.

Para a avaliagdo das imagens foi utilizado o programa de dominio publico Image J
1.43u (National Institute of Health, EUA) e, entdo, as ferramentas da média de valores de

pixel e subtracdo digital foram aplicadas para cada imagem.
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4.5.2 Valor médio de pixel

4.5.2.1 Avaliacéo do defeito 6sseo

Para a realizacdo dessa medida, foi selecionado um ROI (Regiéo de Interesse) circular,
utilizando-se os marcadores de guta-percha como guia (Figura 13), com cerca de 9mm de
diametro. Essa marcacdo deveria envolver o centro da lesdo sem tocar as margens do defeito,
pois, nessa regido a densidade Gssea é elevada pela presenca de osso higido. Como o objetivo
era o de avaliar o potencial osteogénico do biomaterial, essa medida foi realizada envolvendo
o centro e a periferia do defeito, sem envolver a margem 6ssea. Feito isso, selecionou-se a
ferramenta histograma, para obter-se o valor medio do pixel (Figura 14). Cada imagem foi
avaliada trés vezes, para garantir uma reprodutibilidade entre as medi¢Ges. Apds cada
avaliacdo, foi selecionada a funcéo recorte (Figura 15), e a area selecionada foi, entdo, salva
como a imagem final para posteriormente ser utilizada para a subtracdo digital.
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No que se refere a interpretacdo dos resultados, utilizou-se como padréo ouro para essa
analise a média de valores de pixel obtida do Grupo PO, o que possibilitaria distinguir e
observar se existia alteracdo nos valores do pixel do osso neoformado em cada grupo

avaliado, assim como entre eles e 0 0sso normal (Grupo PO).

4.5.2.2 Padronizacdo pela escala de aluminio

A escala de aluminio foi utilizada para garantir uma padronizacdo dos resultados.
Desse modo, os valores médios de cinza obtidos no centro do defeito 6sseo foram convertidos
para valores equivalentes em mmAl.

Para essa andlise, foi selecionado o ROI retangular do Image J 1.43u (National
Institute of Health, EUA), e a sua demarcagdo deveria ocupar a maior &rea de cada degrau
(Figura 16A). Em seguida, foi obtida a média dos valores de pixel de cada degrau da escala de
aluminio. Esse procedimento foi repetido para cada imagem radiogréafica (Figura 16B-C).
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Os valores obtidos foram transferidos para o Microsoft Office Excel® 2007, onde foi
possivel gerar curvas de radiopacidade da escala de aluminio e equacGes matematicas que
permitiram calcular a radiopacidade do defeito 6sseo em valores equivalentes de mmAl.

Inicialmente, foi calculado, no programa Excel, a Densidade Optica Liquida (DOL),
que corresponde ao valor do branco (padronizado em 255) menos o valor médio do pixel.
Esse valor foi obtido tanto a partir das medicGes realizadas em cada degrau da escala de
aluminio (Figura 17A), como nos defeitos dsseos (Figura 17B). Com o DOL obtido de cada

degrau, foi gerado um gréfico (Figura 17C).
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Figura 17 — Andlises realizadas no programa Excel para obtencdo da DOL e equacao

matematica para transformacédo dos valores médios de cinza em mmAL

Selecionou-se, entdo, a funcdo Linhas de Tendéncia (Figura 18), pela qual foi possivel
obter a equacdo matematica mais adequada para transformacdo dos valores de pixel em
mmAl. Foi selecionada, assim, a equagdo exponencial de quarto grau, ja que, nessa situacdo, a
curva passava pelo maior nimero de pontos, e o valor de R? foi o mais préximo de um
(Figura 18).
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Figura 18 — Selegdo da linha de tendéncia

Em seguida, a DOL do defeito ésseo foi aplicada na equacéo e, assim, obteve-se seu

valor equivalente em mmAl (Figura 17B). Para cada imagem radiografica foi obtida uma

equacdo matematica diferente, para se realizar a conversdo dos valores de pixel em valores

equivalentes em mmaAil.

4.5.3 Subtracéo digital

Para a realizacdo dessa anélise, foram utilizadas as imagens previamente salvas, que

continham apenas a selecdo do defeito dsseo. Feito isso, empregou-se a ferramenta de

subtracéo digital (Figuras 19 e 20) e, eletronicamente, 0 programa procedeu a subtracdo das

imagens dos grupos de teste com as do grupo de controle (Figura 21). Na imagem resultante,

um novo ROI circular foi selecionado, e a ferramenta histograma foi aplicada para se obter a

média dos valores de pixel (Figura 22).
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Neste trabalho, foi utilizada, como radiografia-controle, a imagem obtida da amostra
onde foi realizado apenas um defeito vazio (Grupo CO), sem adi¢cdo de componentes para
proporcionar a regeneracdo 0ssea. As imagens dos sete grupos (HA, SF, HA/SF, RE, HA/RE,
SF/RE, HA/SF/RE) no tempo bioldgico de 45 dias foram sobrepostas a essa imagem-controle,
para possibilitar a visualizacdo da formacdo dssea na regido, pelo uso de diferentes

biomateriais.

4.6 ANALISE DOS DADOS

O célculo amostral foi realizado baseando-se em estudos prévios do nosso grupo,
como o estudo realizado por Miguel e colaboradores (2006) e Cardoso e colaboradores
(2006). As médias obtidas pelas analises do valor médio do pixel, valores equivalentes em
mmAl e pela subtragdo digital foram analisadas pelo teste SMM (Studentized Maximum
Module). Esse teste é utilizado para simular diferentes condicdes do experimento. Neste

estudo, foi definido como significante valores de p<0,05.



5 RESULTADOS
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Foram analisadas 86 imagens dos nove grupos com 45 dias pds-operatorios, sendo 43
radiografias digitais e 43 convencionais digitalizadas, conforme discrimina a Tabela 2. Dois
animais do grupo HA/SF/RE morreram durante o experimento, porém esse fato ndo
comprometeu a analise dos dados.

Tabela 2 — Distribuicdo das radiografias analisadas de acordo com o grupo experimental e o sistema de

imagem

Grupo Convencional Digitalizado Digital
CO 5 3)
HA 5 5
SF 5 3)
HA/SF 5 5
RE 5 3)
HA/RE 5 5
SF/RE 5 3)
HA/SF/RE 3 3
PO 5 3)
Total 43 43

Fonte: Dados da pesquisa, 2010.

Nas figuras 23 e 24, estd incluida uma radiografia de cada grupo, organizadas
sequencialmente da seguinte maneira: A- Grupo CO; B- Grupo HA; C- Grupo SF; D- Grupo
HAJ/SF; E- Grupo RE; F- Grupo HA/RE; G- Grupo SF/RE; H- Grupo HA/SF/RE; I- Grupo
PO.



Figura 23 — Radiografias convencionais digitalizadas dos diferentes grupos estudados

Figura 24 — Radiografias digitais dos diferentes grupos estudados
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5.1 VALOR MEDIO DOS PIXELS

As médias dos valores de pixel medidos nos defeitos dsseos pelos sistemas
convencional digitalizado e digital estdo listadas na tabela 3. Foi mensurada também a média
dos valores de pixel da HA pelo sistema convencional digitalizado e pelo sistema digital
(Tabela 3). Ja o Gréfico 1 evidencia as médias dos valores de pixel obtidas pelos diferentes

sistemas de imagem.

Tabela 3 — Média dos valores dos pixels nos defeitos 6sseos no sistema convencional digitalizado e

digital
Sistema  Convencional Digitalizado Digital
Grupo Valor _méollio Desvio Valor _méollio Desvio padrio
do pixel padréo do pixel
CO 95,766 ab 5,647 20,661 b 5,578
HA 109,234 a 8,069 66,972 a 8,110
SF 80,298 b 4,644 28,894 b 1,985
HA/SF 89,812 b 3,762 50,390 b 9,218
RE 94,334 b 5,903 29,913 b 4,980
HA/RE 111,376 a 4,522 67,540 a 10,726
SF/RE 90,973 b 3,687 31,469 b 1,779
HA/SF/RE 102,049 b 12,371 51,739 b 21,090
PO 91,584 b 5,190 40,612 b 4,946
ha 110,196 9,891 54,15 11,889

* Médias com letras iguais ndo diferem entre si
Fonte: dados da pesquisa, 2010.
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Gréfico 1 — Média dos valores de pixels obtidos pelo sistema convencional e pelo sistema digital de
imagem, nos diferentes grupos estudados

Em relacdo a andlise das médias dos valores do pixel no sistema convencional, 0s
grupos que apresentaram as maiores médias foram os grupos HA e HA/RE, ou seja, aqueles
nos quais o defeito 6sseo foi preenchido exclusivamente com HA. Ja as menores médias
foram registradas nos grupos SF, HA/SF, SF/RE e PO (p<0,05) (Tabela 3). O grupo RE,
entretanto, obteve uma média menor do que as dos grupos HA (p>0,05) e HA/RE (p<0,05), e
semelhante a do grupo CO (p>0,05), sendo que a média desse ultimo ndo registrou diferenca
significativa com qualquer dos grupos estudados (p>0,05).

No sistema digital, observou-se um comportamento semelhante para os grupos HA e
HAJ/RE, sendo que essas médias apresentaram diferenca significativa com os grupos CO, SF,
RE, SF/RE, PO (p<0,05) (Tabela 3), ou seja, aqueles que apresentaram as médias menores
dos valores de pixel (Gréfico 1).

O uso de selante de fibrina nos grupos SF e SF/RE proporcionou um aumento na
densidade nas imagens digitais, quando comparado aos aumentos dos grupos CO e RE
(p>0,05) (Tabela 3). Entretanto, esse efeito ndo foi percebido nas imagens convencionais
digitalizadas. Ao contrario, observou-se uma diminuicdo na média dos valores do pixel
(p>0,05) (Tabela 3).

A aplicacdo simultanéa de HA e de selante de fibrina (grupos HA/SF e HA/SF/RE)
ndo promoveu um aumento no valor médio de pixel quando comparado ao dos grupos que

receberam exclusivamente HA. Pelo contrario, a média dos valores do pixel do grupo



70

HAJ/SF/RE foi menor do que as médias obtidas nos grupos HA (p>0,05) e HA/RE (p>0,05),
para ambos os sistemas de imagem. Do mesmo modo, a média dos valores do pixel do grupo
HA/SF foi menor que as médias dos grupos HA (p<0,05) e HA/RE (p<0,05) para o sistema
convencional, enquanto que, no digital, s6 houve diferenca estatistica com o grupo HA/RE
(p<0,05) (Tabela 3).

Em relacdo ao grupo PO, as médias dos valores do pixel encontradas foram de 91,584
para 0 sistema convencional digitalizado e de 40,612 para as imagens digitais (p<0,05)
(Tabela 3). Em relacdo ao primeiro, essa média foi superior a dos grupos SF, HA/SF, SF/RE
(p>0,05), enquanto que, para o sistema digital, foi maior do que as dos grupos CO (p=<0,05),
SF, RE, SF/RE (p>0,05).

A administracdo sistémica de ranelato de estroncio (Grupos RE, HA/RE, SF/RE,
HA/SF/RE) ndo promoveu um aumento na densidade 6ssea (p>0,05), avaliada por ambos 0s
sistemas de imagem (Grafico 1).

Como apresentado no Gréafico 1, houve uma grande variacdo entre as médias de pixels

obtidas pelos sistemas convencional e digital de imagem (p<0,05).

5.2 VALOR EQUIVALENTE EM MILIMETROS DE ALUMINIO

Ao converter os valores médios de pixel em valores equivalentes em mmAl, observou-
se que, para ambos os sistemas, houve um comportamento semelhante entre 0s grupos
(Gréfico 2). Os maiores valores foram registrados nos grupos que receberam unicamente HA
(Grupos HA e HA/RE), seguidos dos grupos que receberam HA e selante de fibrina (HA/SF e
HA/SF/RE), do padrédo ouro (PO) e dos que receberam apenas selante de fibrina (SF e SF/RE)
e (ou) nos controles (CO e RE) (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores correspondentes em mmAl nos sistemas convencional digitalizado e digital

Convencional

Sistema Digitalizado Digital
Grupo Valor equivalente  Valor equivalente
P em mmAl* em mmAl*

CO 0,085 c 0,104 c
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HA 0,622 a 0,799 a

SF 0,118 b 0,273 Db
HA/SF 0,324 Db 0,399 b
RE -0,021c 0,020 c
HA/RE 0,545 a 0,649 a
SF/RE 0,063 b 0,061 b
HA/SF/RE 0,348 b 0,418 b
PO 0,274 b 0,375 Db
HA 0,2915 0,2181

! Médias com letras iguais ndo diferem entre si
Fonte: Dados da pesquisa, 2010.
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Grafico 2 — Valores equivalentes em mmAl para os diferentes grupos estudados, pelos sistemas

convencional e digital de imagem

O grupo HA registrou os maiores valores, quando comparado aos demais grupos
(p<0,05). Entretanto, nao houve diferenca significativa com o grupo HA/RE (p>0,05), para
ambos os sistemas de imagem. Apesar do comportamento semelhante, os valores obtidos a
partir das radiografias digitais foram maiores do que os obtidos pelas radiografias
convencionais digitalizadas (p<0,05) (Tabela 4).

O grupo PO apresentou valores maiores do que os dos grupos CO (p<0,05), SF
(p>0,05), RE (p<0,05) e SF/RE (p>0,05), ou seja, aqueles nos quais os defeitos foram
mantidos vazios ou foram preenchidos com selante de fibrina, com ou sem administracdo de
ranelato de estréncio. Entretanto, para os grupos onde o defeito ésseo foi preenchido com
material radiopaco (HA) (Grupos HA, HA/SF, HA/RE, HA/SF/RE), os valores equivalentes
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em mmAl foram maiores do que os do grupo PO. Entretanto, s6 houve diferenca estatistica
entre o grupo PO e os grupos HA e HA/RE (p<0,05) (Tabela 4).

A administragdo do ranelato de estroncio levou a uma diminuicdo nos valores
equivalentes em mmAl (Grafico 2). Entretanto, ndo se observou diferenca estatistica entre 0s
grupos pareaveis (p>0,05) (CO e RE, HA e HA/RE, SF e SF/RE, HA/SF e HA/SF/RE).

5.3 SUBTRACAO DIGITAL

Os resultados obtidos pela subtracdo digital das imagens foram expressos também em
valores médios dos tons do pixel. Esses valores estdo relacionados na Tabela 5 e no Gréfico 3.

Tabela 5 — Média dos valores dos pixels obtida pelo sistema convencional digitalizado e pelo sistema

digital para os diferentes grupos estudados, apos a subtragéo digital

Grupo Convencional Desvio padrao Digital Desvio padrao
Digitalizado

HA 15,294 a A 2,968 46,691 a B 11,909
SF 1,293a A 1,430 9,521 c A 5,545
HA/SF 4,063 a A 2,337 30,704 b B 11,835
RE 5,362 a A 3,859 10,617 c A 5,486
HA/RE 17,173 a A 5,757 47,35aB 11,073
SF/RE 3,771aA 2,057 11,628 c A 4,397
HA/SF/RE 13,383 a A 8,371 34,119b B 15,032

' Média com letras iguais ndo diferem entre si. Letras minsculas correspondem as colunas,

maiusculas referem-se as linhas.
Fonte: Dados da pesquisa, 2010.
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Grafico 3 — Média dos valores dos pixels obtida pelo sistema convencional e pelo sistema digital para
os diferentes grupos estudados, apés a subtracao digital

As maiores médias dos valores do pixel foram observadas nos grupos HA e HA/RE
para ambos os sistemas, seguidas pelas grupos HA/SF e HA/SF/RE. Entretanto, no sistema
convencional digitalizado, ndo houve diferenca significativa entre as médias (p>0,05). Ja nas
radiografias digitais, as medias dos grupos HA e HA/RE foram estatisticamente maiores
(p<0,05) do que as dos grupos SF, HA/SF, RE, SF/RE e HA/SF/RE. Do mesmo modo, 0S
grupos HA/SF e HA/SF/RE apresentaram médias maiores do que as dos grupos SF, RE e
SF/RE (p<0,05) (Tabela 5).

Ao comparar 0s grupos que receberam ranelato de estroncio associado a outros
biomateriais (Grupos HA/RE, SF/RE, HA/SF/RE) com o0s seus correspondentes que nao
receberam essa medicacdo (Grupos HA, SF e HA/SF), ndo se observou diferenca estatistica
entre as médias dos valores de pixel apés a subtracdo digital (p>0,05) (Tabela 5). Entretanto, a
subtracdo do grupo RE com o grupo | registrou um aumento na média dos valores de pixel
(Grafico 3)
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Ao analisar comparativamente os resultados obtidos pelos diferentes sistemas de
imagem (convencional digitalizado e digital) (Grafico 3), observou-se que, para 0s grupos SF,
RE e SF/RE, ndo houve diferenca estatistica entre as médias (p>0,05). Ja para os grupos HA,
HA/SF, HA/RE e HA/SF/RE houve diferenca estatistica (p<0,05).
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O exame radiografico € um método adequado na avaliacdo de alteracdes 6sseas e na
proservacdo de tratamentos que envolvem neoformacao e reparo de tecidos mineralizados, e,
por isso, foi selecionado como método de avaliagdo neste estudo. Em casos de defeitos 6sseos
criticos, o uso de biomateriais deve estimular a formacéo tecidual, e esse processo pode ser
observado por imagens radiograficas, devendo ser possivel distingui-lo da matriz 6ssea
formada.

Desse modo, 0 0sso neoformado deve possuir caracteristicas ideais, semelhantes as do
0sso normal, tais como: propriedades mecénicas adequadas; boa arquitetura e grau de
mineralizacdo da matriz 0ssea; estrutura e quimica dos cristais 6sseos semelhantes as do
tecido higido; e propriedades de remodelacdo adequadas (SHAPURIAN et al., 2006).

Entretanto, os biomateriais e os métodos de avaliacdo devem ser testados previamente
em modelos animais, como realizado neste estudo, para que possam, posteriormente, ser
aplicados clinicamente em seres humanos. A selecdo do modelo animal deve levar em
consideracdo os principios dos 3Rs (Replacement, Refinement, Reduction) (RUSCHE, 2003).

Portanto, para estudar in vivo a acdo dos biomateriais desenvolvidos a partir de
principios da bioengenharia tecidual, na regeneracdo Ossea em defeito critico, é possivel
utilizar diversos modelos animais. Apesar das limitacdes inerentes ao uso do modelo animal
de pequeno porte, suas vantagens compensam o seu uso. Alguns estudos, realizados em ratos,
utilizaram defeitos criticos confeccionados em mandibula (SAADEH et al.,, 2001) e,
principalmente, na regido da calvéria (BURASTERO et al., 2010; CARDOSO et al., 2006;
INTINI et al., 2008; MARINS et al., 2004; PARK et al., 2009;PRYOR; SUSIN; WIKESJO,
2006; YUN et al., 2010), assim como neste estudo. Embora seja possivel confeccionar mais
de um defeito 6sseo no mesmo animal, para animais de médio e grande porte (LEE et al.,
2010; ZHANG et al., 2010a,b), a opcédo pelos animais de pequeno porte esta relacionada aos
baixos custos para sua aquisi¢do, criacdo e manutencdo, quando comparados aos animais de
grande porte. Além disso, esses animais ndo exigem grandes espacos fisicos para sua
manutencdo e 0 tempo necessario para que ocorra a regeneracdo 0ssea é curto (HOLSTEIN et
al., 2009).

Para o presente estudo, optou-se por utilizar o sitio em calvaria, devido a facilidade de
acesso a essa regido, estabilidade e baixo risco de complicacdes (KOCHI et al., 2009). Outro
fator importante que se considerou foi a possibilidade de avaliacdo do tecido 0sseo por
exames radiograficos. Para isso, foi necessario padronizar alguns fatores que interferem na

obtencdo da imagem radiografica, como posicionamento do animal ou espécime e a distancia



77

entre foco e filme, o que foi possivel com o uso de posicionadores radiograficos adaptados
para estudos em animais.

Nos modelos que envolvem animais de pequeno porte, como os ratos, a avaliagdo do
tecido dsseo pode ser observada em diversos tempos bioldgicos, pela realizacdo de
radiografias post mortem das calvérias. Entretanto, isto demanda um maior nimero de
animais utilizados pela pesquisa, uma vez que uma determinada quantidade de animais sera
eutanasiada em tempos bioldgicos distintos. As calvarias, devido as suas dimensdes, sdo
facilmente adaptadas em posicionadores radiogréficos, exigindo peliculas radiogréficas
pequenas, como as utilizadas neste estudo, que sdo indicadas para as tomadas radiogréaficas
intraorais. Além disso, o aparelho de radiacdo X selecionado pode ser também utilizado para
as tomadas radiograficas intraorais, pois, dentre outras vantagens, possui um braco flexivel, o
que facilita o posicionamento e a realizacdo das radiografias, ndo necessitando de grandes
espacos fisicos para sua instalacdo. Ja nos modelos animais de grande porte, essa avaliacao
periddica pode ser realizada in vivo. Entretanto, as tomadas radiograficas dificilmente seréo
padronizadas, uma vez que, apesar de os animais estarem anestesiados, a confecgdo e o uso de
posicionadores radiogréficos é mais dificil, e, para a realizagcdo das imagens, ha necessidade
de filmes radiograficos maiores e aparelhos mais potentes.

Além disso, como as imagens radiograficas correspondem a projecdes em duas
dimensdes de estruturas tridimensionais, a avaliacdo das calvérias esta livre de sobreposices
de outras estruturas anatdmicas, como pode ser observado nas radiografias obtidas neste
estudo. Entretanto, quando essa avaliacdo é realizada in vivo, pequenas alteracBes na
angulacdo do animal, no filme ou no aparelho de radiacdo X podem levar a uma imagem final
com sobreposicoes.

Dentre os métodos radiograficos disponiveis, optou-se por utilizar radiografias
convencionais digitalizadas e digitais na avaliacdo da formacdo &ssea pelo uso de
biomateriais, ja que € possivel empregar ferramentas de manipulagdo de imagem que
contribuem no diagndstico e no acompanhamento de tratamentos. Além de outras vantagens,
a informatizacdo facilita a comunicacdo entre o radiologista e o profissional, assim como
entre ele e o paciente.

Contudo, apesar de constituirem métodos adequados ao diagndstico, observamos que
houve diferenca na média dos valores de pixel entre os métodos. Esse fato pode ser explicado
pelo ruido produzido na imagem, que pode ser gerado por imprecisdes na sua aquisicdo que
limitam o nimero real de densidades significativas capturadas (WHITE; PHAROAH, 2007).
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Ele pode ainda estar relacionado com o tempo de exposi¢do selecionado para obtencdo da
imagem, assim como com o processo de digitalizacdo de radiografias convencionais.

Quanto menor o tempo de exposicdo utilizado para a obtencdo da imagem, maior a
presenca de ruido (BERKHOUT et al., 2004). Desse modo, o tempo de exposi¢do selecionado
neste trabalho (0,125s) pode ter contribuido na formagdo do ruido na imagem e,
consequentemente, na diferenca entre as médias dos valores de pixel. Vale ressaltar que a
selecdo do tempo de exposicdo para este trabalho foi realizado em um estudo-piloto, no qual
radiologistas com experiéncia optaram pelas imagens obtidas com um menor tempo de
exposicdo para a avaliacdo do tecido 0sseo. Entretanto, as imagens convencionais foram
apresentadas aos profissionais em negatoscopios, e ndo no formato digital. Ja foi demonstrado
que as imagens convencionais sdo superiores as suas equivalentes digitalizadas, seja por
cameras digitais ou scanners com leitor de transparéncia, quanto a qualidade de diagnostico
(GOGA; CHANDLER; LOVE, 2004). Uma vez que o processo de digitalizacdo, também,
pode ser responsavel pelo ruido. Essas caracteristicas em conjunto corroboram os resultados
obtidos neste estudo, no qual se observou que as imagens digitais conseguiram detectar
alteracdes mais sutis na densidade do que as digitalizadas. Ferreira e colaboradores (2006)
acrescentaram que o ruido interfere na qualidade de imagem e, por estar presente nas
radiografias digitalizadas, €, possivelmente, o responsavel pela inferioridade desse método,
quando comparado ao das radiografias digitais.

Todos os espécimes foram radiografados, em média, ap6s quatro dias da eutanasia,
tempo correspondente ao transporte do material de um centro de estudo para outro. Nesse
periodo, ficaram submersos em uma solucdo de formol tamponado a 4%. Esse periodo de
tempo néo foi suficiente para promover alteracfes na densidade dptica (média dos valores do
pixel) da imagem radiogréfica, ja que, do dia 1 ao dia 15 ap6s imersdo, ndo ha diferenga nesse
valor (FONSECA et al., 2008).

Nas radiografias convencionais digitalizadas e digitais, 0S grupos que apresentaram as
maiores medias dos valores do pixel e em valores equivalentes em mmAl foram os que
receberam HA como biomaterial para estimular a formacdo 0ssea, independentemente da
administracdo do ranelato de estroncio e do uso do selante de fibrina. Porém isso néo
significa, necessariamente, que tais grupos estimularam a maior formagdo 0ssea, e sim que
possivelmente a radiopacidade da HA contribuiu para as altas médias dos valores dos pixels
encontrados, uma vez que elas foram superiores as observadas para 0 grupo padréo ouro, no

qual se mediu a densidade do o0sso higido.
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A média dos valores do pixel obtida para a HA foi realizada previamente a insercdo no
defeito 0sseo, ou seja, essa media representou a densidade da HA antes de sofrer interacao
com o sistema imuno-inflamatério. Este valor obtido para a HA foi semelhante ao do
biomaterial BioOss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suica), que é um derivado de 0sso
bovino (TRE et al., 2006).

Ao entrar em contato com os fluidos bioldgicos, a HA tende a sofrer solubilizacéo, o
que levaria a uma diminuicdo na sua densidade radiografica, pois, apds seis semanas de
implantacdo, esse processo ja é observado (WENISCH et al., 2003). Desse modo, aos 45 dias,
a HA ja deve ter sofrido algum processo de solubilizacdo. Como nas imagens digitais a média
dos valores dos pixels dos grupos HA e HA/RE foi maior do que a da HA pura, é provavel
que, nesses grupos, ja existisse alguma formagdo de matriz dssea. Entretanto, esse efeito ndo
foi observado nas imagens convencionais digitalizadas. Apesar da facilidade em distinguir as
microesferas de HA em imagens radiograficas (WANG et al., 2003), a sua radiopacidade
pode dificultar o acompanhamento da formacdo ¢ssea (ABIRAMAN et al.,, 2002;
ZHUKAUSKAS et al., 2010; YUN et al., 2010), o que justifica os achados aqui apresentados.
Entretanto, a sua osteocondutividade e a sua capacidade de servir de suporte para a formacéo
de novo 0sso podem acelerar o processo de regeneracao tecidual (PARK et al., 2009).

Nos grupos HA/SF e HA/SF/RE, além da HA, foi adicionado também o selante de
fibrina, no intuito de testar se ele garantiria uma maior estabilidade das microesferas de HA
no sitio com defeito critico (CHEN et al., 2009). Apesar de o selante de fibrina, quando
associado a bioceramicas, apresentar boa capacidade osteocondutora (JEGOUX et al., 2005),
o0s resultados mostraram uma menor média nos valores do pixel e em valores equivalentes em
mmAl nos grupos nos quais foram adicionados agentes aglutinantes, quando comparados com
0s que receberam apenas HA. Porém, sé foi observada diferenca estatistica quando os valores
em equivalentes de mmAl foram avaliados. Esse efeito pode ser explicado pelo fato de o
selante de fibrina ter preenchido um espaco no defeito 6sseo e, como ndo possui
radiopacidade como a HA, proporcionou uma menor média dos valores do pixel. Outra
possivel explicacdo pode estar relacionada ao fato de o selante ndo ter retido, de forma
efetiva, as microesferas no sitio. Do mesmo modo, o selante de fibrina pode ter acelerado o
processo de reabsor¢do da HA (JEGOUX et al., 2005), diminuindo a sua radiopacidade, ou
mesmo a formacdo Ossea a partir dessa associacdo pode ocorrer mais tardiamente
(ABIRAMAN et al., 2002).

As menores médias dos valores de pixel e valores equivalentes em mmAl foram

observadas nos grupos CO, SF, RE e SF/RE, ou seja, naqueles em que o defeito dsseo foi
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mantido vazio ou preenchido com selante de fibrina, independentemente do uso do ranelato
de estroncio. Para as radiografias digitais, 0s grupos que apresentaram as menores médias
entre as duas analises (média de valores de pixels e valores equivalentes em mmAl) foram os
grupos CO e RE, embora nédo tenha havido diferenga significativa dos grupos onde o defeito
foi preenchido com selante de fibrina. A atuacdo do selante de fibrina na cicatrizacdo de
fraturas e na formacdo Ossea ainda é um assunto controverso (LE GUEHENNEC;
LAYROLLE; DACULSI, 2004). J& foi mostrado que quando aplicado isoladamente no
defeito, ndo promoveu formacéo de tecido 6sseo (PERKA et al., 2000).

Nas imagens digitalizadas, observou-se um comportamento diferente, ou seja, as
menores médias foram observadas nos grupos onde o defeito foi preenchido com selante de
fibrina. Como o ruido, nessas imagens, pode interferir no seu poder de diagndstico
(FERREIRA et al., 2006), e como esse agente aglutinante ndo possui radiopacidade e a reacao
tecidual produzida por ele ndo pode ser observada, provavelmente ndo foi possivel detectar,
com ferramentas de andlise de imagem, a densidade da fibrina.

J& a administracdo sisttémica de ranelato de estréncio ndo levou a um aumento na
média dos valores do pixel e, consequentemente, a um aumento na densidade &ssea.
Corroborando nossos achados, Cebesoy e colaboradores (2007), ao avaliarem radiogréafica e
histologicamente a cicatrizacdo de fraturas dsseas, concluiram que o uso do ranelato de
estroncio por quatro semanas ndo contribuiu nesse processo. Entretanto, esses resultados estdo
em discordancia com outros ja publicados (AMMANN et al., 2004; HABERMANN et al.,
2010; OZTURAN et al., 2011). Contudo, um anico animal do grupo RE destacou-se dos
demais, pela formacdo de matriz Gssea que ocupava uma grande area do que antes
correspondia a um defeito 6sseo.

Como o estréncio é incorporado apenas a HA do osso recém-formado (LI, C. et al.,
2010) e, aos 45 dias pds-operatorios, a formacdo dssea restringe-se as bordas do defeito
(BARRETO, 2008), esse efeito pode ndo ter sido suficiente para promover um aumento na
densidade 0ssea radiografica.

A sua acdo sobre o metabolismo 6sseo é dose-dependente (VERBECKMOES; DE
BROE; D’HAESE, 2003). Dessa forma, a incorporagdo de estroncio no 0sso aumenta com a
elevacdo da dose administrada. Porém, em doses elevadas, a concentracdo de estroncio no
0sso tende a atingir um platd de saturacdo, efeito que é observado apos 10 dias de
administracdo de uma dose de 255mg/kg/dia em ratos Wistar. Isso ocorre devido a uma

saturacdo na absorcao gastro-intestinal do estroncio (DAHL et al., 2001).
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Doses elevadas, como as de 20 e 100ug/ml, podem estar relacionadas ainda com uma
mineralizacdo deficiente, devido a uma interferéncia na diferenciacdo osteoblastica, na
formagéo da HA e, consequentemente, do osso (VERBECKMOES; DE BROE; D’HAESE,
2003). Efeitos adversos, como a osteomalacia, também, j& foram relatados (VERBECKMOES
et al., 2004).

A dose terapéutica de ranelato de estrobncio em seres humanos é de 2g/dia, o que
corresponde a uma concentracdo plasméatica de estréncio de cerca de 10 a 15ug/ml
(VERBECKMOES et al., 2004). Ou seja, para chegar a uma dose de 20 ou 100ug/ml, deve-se
ultrapassar a dose terapéutica. Ja foi demonstrado também que doses entre 625mg/kg/dia a
900mg/kg/dia, em ratos, corresponde a dose terapéutica em humanos (AMMANN et al.,
2004).

Neste trabalho, optou-se por uma dose de 900mg/kg/dia, com base em estudo prévio
realizado por Ammann e colaboradores (2004), os quais, ao administrar a medicacao
misturada na ragdo, observaram um aumento da massa 0ssea, sem a producdo de efeitos
adversos em ratos Fischer. Em um estudo-piloto que realizamos, no qual essa medicagéo foi
administrada na mesma concentracdo, por via oral, porém dissolvida em &gua, ndo foi
possivel observar aumento da densidade Ossea radiografica, e as doses plasmaticas nédo
atingiram um patamar semelhante ao encontrado por Ammann e colaboradores (2004). Por
IS0, neste estudo, a opgéo foi misturar a medicacdo na ragdo dos animais.

A reducdo nos valores observados pela andlise dos valores equivalentes em mmAl
pode ser explicada, entdo, pelo mecanismo de acdo do estroncio no organismo. Por exemplo,
0 uso de uma dose equivalente a 2g/dia de ranelato de estroncio promove, apds 72h, in vitro,
um aumento significante na atividade da fosfatase alcalina que € um marcador inicial da
diferenciacdo de células precursoras de osteoblastos (BRENNAN et al., 2009). Entretanto,
apos oito semanas de uma administracdo de baixas doses de estréncio é possivel observar a
sua incorporacao ao 0sso, embora ndo haja aumento da sintese de matriz 6ssea (GRYNPAS et
al., 1996). O que pode estar relacionado ao mecanismo de incorporagéo do estroncio ao 0sso,
0 qual ocorre por dois mecanismos: um inicial onde o estréncio € rapidamente incorporado ao
0ss0 e que dependente da atividade osteoblastica; e uma segunda etapa na qual o estréncio é
incorporado lentamente (DAHL et al., 2001). Deste modo, é possivel que, aos 45 dias pds-
operatorios, nao tenha havido uma contribuicdo na formacao dssea e provavelmente com um
uso continuo da medicacdo, em um ponto bioldgico mais longo, ocorra uma maior formacéo
Ossea, detectavel por ferramentas de analise de imagem. Ja que, com 120 dias p6s-operatorios,

por exemplo, ja ha um aumento na deposicdo de matriz 6ssea em ratos Wistar (BARRETO,
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2008). Provavelmente a contribuicdo do estroncio na formacédo 6ssea ocorra em longo prazo,
uma vez que ao avaliar, histologica e radiograficamente, a cicatrizacao de fraturas ap0s quatro
e oito semanas, observou-se que com 0ito semanas 0 0SSO era mais maduro e mineralizado, e
radiograficamente, apresentava-se mais radiopaco do que com quatro semanas (LI, Y.F. et al.,
2010).

A neoformacédo Ossea em defeito critico foi avaliada também por meio da subtracdo
radiografica digital. Essa técnica foi proposta para detectar alteragdes minimas no tecido
6sseo (TRE et al., 2006), indistinguiveis ao olho humano (VAN DER STELT, 2008).
Entretanto, para que exerca sua funcdo, é essencial que as radiografias periodicas tenham a
mesma geometria, contraste e densidade (CARNEIRO et al., 2009; NICOPOULOU-
KARAYIANNI et al., 2002; TRE et al., 2006). Por isso, a padronizagio proposta neste
estudo, com o uso de um posicionador de acrilico e a colocacdo do espécime em cera
utilidade, possibilitou a realizacdo de radiografias sequenciais padronizadas. Além disso,
utilizou-se um unico aparelho de radiacdo X para a aquisicdo das imagens, uma unica placa de
armazenamento de fésforo e filmes radiograficos do mesmo lote de fabricacéo.

Desse modo, foi possivel detectar alteragdes na média dos valores do pixel entre as
radiografias dos grupos de teste (grupos HA, SF, HA/SF, RE, HA/RE, SF/RE e HA/SF/RE) e
as do grupo de controle (grupo CO). As maiores diferencas foram observadas, novamente, nos
grupos que receberam como material de preenchimento a HA, o que pode ser justificado tanto
pela maior radiopacidade desse biomaterial (ABIRAMAN et al., 2002; ZHUKAUSKAS et
al., 2010; YUN et al., 2010), como por uma provavel formacédo 0ssea nesses grupos.

Apesar de ambos 0s métodos de imagem testados terem detectado uma maior média
dos valores de pixels nos grupos HA e HA/RE, apenas o sistema digital demonstrou
diferengas significativas com os demais grupos. Observou-se também que esse sistema
mostrou maiores diferencas entre os grupos analisados do que o sistema convencional
digitalizado. Entretanto, quando foram comparadas as médias obtidas por esses dois grupos,
sO0 houve diferenca significativa entre as imagens resultantes da subtracdo dos grupos HA,
HAJ/SF, HA/RE e HA/SF/RE, ou seja, naqueles com preenchimento de HA. Provavelmente,
isso se deve a uma melhor acurécia do sistema digital em detectar diferencas na radiopacidade
das imagens resultantes.

No sistema convencional digitalizado, ndo houve diferenca significativa entre as
médias obtidas nos grupos testados, tal como foi observado por Guimardes e colaboradores
(2010). Apesar de ja ter sido demonstrado que ambos os métodos de imagem tém um

comportamento semelhante para detectar alteracdes na mineralizagdo do esmalte, quando
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avaliada a acuracia de diagnostico, o sistema digital € estatisticamente superior ao
convencional digitalizado (HAITER-NETO et al., 2005; FERREIRA et al., 2006). Isso pode
ser explicado pela presenca do ruido nas imagens convencionais digitalizadas, o que pode
comprometer a qualidade de diagnostico (FERREIRA et al., 2006).

Do mesmo modo como observado para outros métodos quantitativos de analise da
formacdo 0ssea, 0 uso do ranelato de estroncio ndo proporcionou um aumento significativo
nas médias dos valores do pixel ap6s a subtracdo. Entretanto, a imagem resultante da
subtracdo do grupo RE com o grupo CO levou a um aumento na média dos valores do pixel.
Provavelmente o animal do grupo RE, como abordado anteriormente, foi o responsavel por
esse efeito.

O uso do selante de fibrina proporcionou um aumento na média dos valores do pixel
nas imagens digitais, enquanto que, nas convencionais digitalizadas, apenas uma discreta
diferenca foi observada. 1sso ocorreu porque, apesar de a fibrina ndo possuir uma densidade
significativa, ela causa uma pequena atenuacdo pelos feixes de radiacdo X. Mais uma vez, 0
sistema digital destacou-se por detectar alteragdes minimas de densidade radiogréfica, assim
como verificado nos trabalhos de Haiter-Neto e colaboradores (2005) e Ferreira e
colaboradores (2006), em relacdo a lesdo cariosa em esmalte.

A quantificacdo do 0sso neoformado em modelos experimentais de defeito 6sseo € um
grande desafio (SCHONBERGER et al., 2007). Alguns estudos definiram métodos
qualitativos ou semiquantitativos para a avaliacdo desse tecido, por meio da aplicacdo de
escores as imagens (CHEN et al., 2009; DODDS et al., 2010; OZTURAN et al., 2011;
PRYOR; SUSIN; WIKESJO, 2006; SARKAR et al., 2006). Entretanto, esse tipo de avaliacdo
esta sujeito a alguns vieses, dentre eles a influéncia da resolucdo da imagem (PETRI
ARONIN et al., 2009) e o fato de que pequenas alteracdes 6sseas, relacionadas ao ganho ou a
perda de mineral, podem ser indistinguiveis ao olho humano (CARVALHO et al., 2009) e
podem sofrer uma grande interferéncia do avaliador (SCHONBERGER et al., 2010). Como a
avaliacdo é subjetiva, ela leva em consideragéo critérios pessoais. Por isso, pode ocorrer uma
grande variabilidade entre as avaliagOes realizadas por diferentes observadores. Ela nao
permite uma avaliagdo precisa do tecido 6sseo (BELTRAME et al., 2005) e, assim, pode
apresentar uma baixa acurécia de diagnostico quando comparada as avaliagdes com métodos
mais sensiveis, como o0 exame histopatoldgico (PRYOR; SUSIN; WIKESJO, 2006). Desse
modo, optou-se pela utilizagcdo de métodos quantitativos para avaliar a formacao 6ssea em um

modelo animal de defeito 6sseo critico.
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Os métodos quantitativos levam em consideracdo avaliacdes objetivas realizadas por
softwares de computador e, por isso, critérios pessoais de avalia¢cdo sao minimizados. Dentre
eles, podem-se citar a analise das médias dos valores do pixel e a subtracdo digital.

A andlise da média dos valores do pixel ja foi aplicada em outros estudos que
envolviam defeitos 6sseos (BELTRAME et al., 2005; NIEMEYER et al., 2010a,b; YUN et
al., 2010; ZHANG et al., 2010b), com o objetivo de quantificar a deposi¢do continua do
tecido 0sseo nesses sitios. Neste estudo foi observado que as maiores médias estavam
relacionadas aos grupos que receberam um material radiopaco de preenchimento, enquanto
gue as menores medias foram observadas nos grupos onde o defeito foi mantido vazio ou com
preenchimento de selante de fibrina.

E vélido ressaltar que os métodos de avaliagdo da regeneracio Gssea devem ter um
baixo custo, devem ser de facil interpretacdo e de facil acesso a populacdo. Deste modo,
Beltrame e colaboradores (2005) e Schénberger e colaboradores (2007) desenvolveram
métodos radiograficos quantitativos de analise da formacdo Ossea, 0s quais se mostraram
adequados, de facil uso e interpretacdo, independentemente do modelo animal utilizado
(SCHONBERGER et al., 2007).

Ambos 0s métodos sdo baseados na selecdo de uma regido de interesse. Nessa etapa,
pode ocorrer uma despadronizacao, ou seja, cada avaliador pode selecionar uma area com
diametros diferentes. Por isso, definiu-se, neste estudo, um ROI padronizado de cerca de
9mm. Outra maneira adequada de avaliacdo da imagem seria pela conversdo das médias de
pixel em valores equivalentes em mmAl. Isso é possivel em funcdo de a escala de aluminio
possuir um numero atdbmico similar ao do 0sso e, assim, a atenuacdo dos feixes de radiacdo X
ocorrer de maneira semelhante (SOUTHARD et al., 1999). Por meio dessa analise,
observamos que, apesar da radiopacidade do biomaterial utilizado, os valores encontrados
foram inferiores a 1,0mmAl, o que pode ser explicado pela fina espessura 0ssea da calvaria
(YUN et al., 2010). Também foi possivel detectar alteracGes sutis da densidade radiografica,
ndo-observadas pela média dos valores do pixel, uma vez que alteragdes subitas da densidade
0ssea podem se tornar imprevisiveis quando os tons de cinza do pixel ndo se comportam de
maneira linear (TRE et al., 2006). Desse modo, a escala funciona como uma referéncia
interna que possibilita corrigir variagdes resultantes das condigdes de exposicdo e
processamento das imagens (SOUTHARD et al., 1999). Ela pode ser utilizada também
qguando néo é possivel garantir uma padronizacao dos fatores que interferem na formacéo da
imagem (TRE et al., 2006).
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Apesar do controle realizado neste estudo para garantir uma padronizacdo na obtencao
das imagens radiograficas, o uso da escala de aluminio possibilitou uma maior linearidade
entre os resultados. I1sso pode ser exemplificado pela inversdo no comportamento dos sistemas
convencional digitalizado e digital. Enquanto que na analise das médias dos valores de pixel,
o sistema convencional digitalizado apresentou as maiores médias, quando esses valores
foram convertidos para mmAl, o sistema digital passou a ter as maiores médias. Entretanto, a
ordem dos grupos que apresentaram as maiores médias para 0s que apresentaram as menores
foi igual para ambos os métodos de imagem (BAKSI; SEN; EYUBOGLU, 2008).

Ja a subtracdo digital € uma ferramenta de grande importancia na deteccdo de
alteracdes sutis do tecido Gsseo, assim como, na sua quantificacdo (TRE et al., 2006). Neste
estudo, houve uma correspondéncia entre 0s grupos que apresentaram as maiores médias de
pixels com aqueles resultantes da subtracéo digital. O que mostra que ambos 0s métodos séo
adequados para avaliar alteracbes de densidade nos defeitos 0sseos criticos, apesar de a
radiografia digital ter tido um comportamento superior ao da radiografia convencional
digitalizada.

Desse modo, este trabalho possibilitou validar uma técnica de anélise da radiopacidade
Ossea por imagens radiograficas convencionais digitalizadas e digitais em um modelo de
defeito critico em animais de pequeno porte. Tendo em vista as limitacdes desse estudo,

novos trabalhos se fazem necessarios para comprovar os resultados aqui apresentados.



7 CONCLUSAO
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Conclui-se que:

e O método radiografico digital possibilitou uma melhor avaliacdo do reparo
tecidual em defeito critico em calvéria de rato, preenchido com HA e/ou
selante de fibrina, quando submetidos a dieta convencional.

e O método radiogréfico digital possibilitou uma melhor avaliagdo do reparo
tecidual em defeito critico em calvaria de rato, preenchido com HA e/ou

selante de fibrina, quando submetidos a terapia com ranelato de estroncio.

e Em relacdo as ferramentas de analise de imagem, a avaliacdo por valores
equivalentes em mmAl foi superior as demais em detectar diferencas sutis de

densidade entre os grupos, por ambos os métodos radiograficos.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Av. Universitaria, S/N - Mddulo | - 44.031-460 - Feira de Santana -Ba —.

Fone: (75) 3224-8398

Feira de Santana, 26 de agosto de 2009.

PARECER -

O projeto N° 003/2009, ‘AVALIAGAO HISTOMORFOMETRICA,
RADIOGRAFICA E BIOQUIMICA DA  UTILIZAGAO DE MICROSFERAS DE
HIDROXIAPATITA NO REPARO DE DEFEITO' CRITICO EM CALVARIA DE
RATO”, de autoria dos estudantes: Ana Clara Alves de Carvalho, Isabela
Cerqueira Barreto, Luciana Soares de Almeida Freitas Oliveira e Marion Alves
do Nascimento, sob a orientagdo dos professores Dr. Aryon de Almeida
Barbosa Junior e Dra. Fabiana Paim Rosa, incluiu na versao final as
modificagdes e corregoes encaminhados-pelo parecerista (1° e 2° pareceres),
as quais foram aceitas pela autora no Item Objetivo Geral e no Formulario do
Protocolo Experimental.

Diante do exposto, sou favoravel a execucdo do projeto, conforme
reuniao de conselho do CEUA/UEFS do dia 26 Agosto de 2009.
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