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Salvador. 2014.

RESUMO

Defeitos Osseos criticos, representam um problema clinico recorrente. Nestas
situacdes a capacidade de reparo 6sseo torna-se limitada e suscetivel a falhas. No
caso supracitado scao utilizados biomateriais a base de hidroxiapatita, em funcao de
sua composicdo quimica, morfologia porosa tridimensional e alta similaridade com o
osso humano. A alta resolu¢do das técnicas de imagem por uCT,permitem a
avaliacdo de massa 0ssea e na morfologia dos espécimes excisados, e traz como
vantagens: a medicdo direta da morfologia trabecular em trés dimensfes e um
volume significativamente maior de amostra é analisada. O objetivo deste estudo foi
realizar um estudo comparativo imaginologico por microtomografia computadorizada
(LCT) e a andlise histomorfolégica, do reparo 0Osseo, associado ao uso de
biomateriais. Para a realizacdo deste estudo, foi utilizada uma amostra de vinte
ratos, Rattus Novergicus, wistar, para a comparacdo de quatro grupos distribuidos
aleatoriamente, avaliados nos ponto biolégico de 15 dias. Dois grupos com defeito
critico preenchidos com os biomateriais: compdsitos de hidroxiapatita com 1% de
alginato e gelatina (1%) (HAAlgeGel) e BioOss® (HA), um grupo com 0 mesmo
defeito sem implante de biomaterial e um grupo com a calvaria integra. Os animais
foram sacrificados, as calvarias foram submetidas a aquisi¢do de imagens por uCT.
Tal etapa foi realizada em algumas etapas: “Scanning”, reconstrucao e analise em
3D, executada pelos programas “N Recon”, “Data Viewer” e “CTan”. Em seguida os
seguimentos anteriores foram descalcificados e o0s cortes histolégicos foram
analisados pelas técnicas de Hematoxilina (HE) e Eosina, Picrossirios (PIFG)
vermelho e Tricromo de masson Goldner e avaliado em microscopio de luz comum.
Conclui-se que através da aquisicdo de imagens por uTC e andlise histomorfoldgica,
foi possivel quantificar o reparo 6sseo de defeitos criticos sem implantacdo de
biomateriais e nos grupos HA e HAAIgGel.

Palavras-chave: Microtomografia por Raios-X, Hidroxiapatita, Biomateriais.
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ABSTRCT

Critical defects, represent a recurring medical problem. In these situations the bone
repair capacity becomes limited and susceptible to failure. In the above case are
biomaterials used hydroxyapatite base, due to its chemical composition, three-
dimensional porous morphology and high similarity with human bone. The high
resolution of the image by PCT techniques allow the assessment of bone mass and
morphology of specimens excised, and has as advantages: the direct measurement
of trabecular morphology in three dimensions and a significantly larger volume of
sample is analyzed. The objective of this study was to conduct a comparative study
imaginologic computed microtomography (UCT) and the histomorphological analysis,
bone repair, associated with the use of biomaterials. For this study, a sample of
twenty rats, Rattus Novergicus was used, Wistar, to compare four groups, at random,
biologically evaluated in 15 days. Two groups of critical defect filled with biomaterial:
hydroxyapatite composites with 1% alginate and gelatin (1%) (HAAIlgeGel) and
BioOss® (HA), a group with the same defect without biomaterial implant and a group
of the calvaria integrates. The animals were sacrificed, the calvaria were subjected to
image acquisition by pCT. This step was performed in a few steps, "Scanning”,
reconstruction and analysis in 3D, performed by the programs "N Recon", "Viewer
Data" and "AWC". Then the previous segments were decalcified and histological
sections were analyzed by hematoxylin techniques (HE) and eosin, Picrossisius
(PIFG) red and Trichrome Masson Goldner and evaluated in light microscope
common. It follows that by acquiring images per uTC and histomorphological analysis
was performed to quantify the bone repair of critical defects without implantation of
biomaterials and HA and HAAIgGel groups.

Keywords: X-Ray Microtomography , Hydroxyapatite, Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

Dentre os varios métodos de diagnostico utilizados na clinica para avaliar a
neoformacdo Ossea, em areas de defeito 0sseo, podem-se citar: as bidpsias, a
sondagem clinica, 0 acesso cirdrgico e exames por imagem, como as radiografias e
tomografias computadorizadas. No intuito de abster o paciente de morbidades
adicionais sao eleitos métodos néo invasivos, dos quais, evidenciam-se 0s exames
radiogréaficos (OLIVEIRA, 2010).

Até a atualidade, as técnicas histolégicas quantitativas foram o padrdo ouro
para avaliar arquitetura do osso trabecular e cortical (NOGUEIRA et al., 2010). Nao
obstante, essas analises fornecem informacdes Unicas sobre a celularidade e os
indices dinamicos de remodelacdo O6ssea. Contudo, esta técnica possui limitacdes
como, por exemplo, a invasibilidade clinica e a avaliacdo da microarquitetura 6ssea,
em razdo dos parametros estruturais serem provenientes da andlise estereoldgica
de alguns pontos em bidimensionais (2D) (BOUXSEIN et al., 2010).

A alta resolucdo das técnicas de imagem tridimensionais (3D), como a
microtomografia computadorizada (uCT), permite a avaliacdo de massa 0ssea e a
morfologia dos espécimes excisados, trouxe como vantagens: a medi¢do direta da
morfologia trabecular em 3D e analise de um volume significativamente maior da
amostra. Assim, medi¢cdes podem ser realizadas com um rendimento muito mais
rapido do que as tipicas andlises histolégicas de parametros histomorfométricos e
utiliza-se de amostras de o0sso néo descalcificadas, ademais a avaliacdo da
morfologia 6ssea por varrimento de uyCT nao é destrutiva (BOUXSEIN et al., 2010).

Defeitos 6sseos criticos provenientes de traumas 0sseos, resseccdo de
tumores e anormalidades congénitas representam um problema clinico recorrente
(Bl et al., 2012). Nestas situacdes, a capacidade de reparo 0sseo torna-se limitada e
suscetivel a falhas, o que pode resultar em defeitos 0sseos, por vezes, com
morfologia complexa que impedem serem reconstituidos de forma espontanea e

promover, desta forma, a regeneracdo 6ssea (GUIMARAES et al., 2011).

Com o propasito de formar, recuperar e/ou manter volume e qualidade 0ssea
em regides que perderam suas configuracdes anatdmicas, inUmeras pesquisas Sao

realizadas com a meta de desenvolver ou aperfeicoar novos materiais
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biocompativeis e que apresentam propriedades de conducdo Ossea, 0s quais
favorecem o reparo dos defeitos 6sseos (GUIMARAES et al., 2011). O emprego de
biomateriais sintéticos na regeneracdo do tecido 6sseo, como uma op¢ao aos
enxertos 0sseos, € vantajoso por ndo prejudicar tecidos saudaveis, por reduzir os
riscos de contaminacbes virais e bacterianas, além de serem disponiveis
comercialmente. Alguns s&o de facil dissolugéo e absor¢édo que, concomitantemente,

permitem e estimulam a formacéao 6ssea (OLIVEIRA et al., 2010).

No decorrer das duas ultimas décadas, muitos substitutos sintéticos de tecidos
0sseos tém sido elaborados, a maioria com base em fosfato de calcio, devido a sua
adequada biocompatibilidade. Especialmente, a hidroxiapatita (HA) que € utilizada
em aplicagcbes clinicas como substituto 6sseo para aplicacbes médicas em
decorréncia da sua composicado quimica e morfologia porosa tridimensional, além de
ser muito similar ao osso humano, fator complicador para andlises feitas através de

uma imagem radioldgica (ARAGON et al., 2011).

Tendo em vista a dificuldade de distinguir, apés a implantacdo em um sitio
0sseo, 0 biomaterial hidroxiapatita de um tecido 6sseo neoformado, das limitacdes
dos métodos de analises classicos e das caracteristicas da uCT, se faz necessario o
estudo da regeneragédo tecidual através da pCT comparativamente a analise

histoldgica, apos a implantacéo de biomateriais em defeitos 6sseos criticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

O exame de raios X € um meétodo comum e muito utilizado para estimar a
condicao clinica de osso enxertado. Embora as técnicas radiograficas convencionas
sejam ndo invasivas, elas fornecem apenas imagens bidimensionais e com baixa
resolucdo (HUANG, et al.2013; AL-FOTAWEI et al.,, 2014). Em contrapartida, a
Microtomografia Computadorizada (UWCT) € uma técnica n&o invasiva que fornece
avaliacbes quantitativas e precisas de amostras tridimensionais (3D) O&sseas
(HUANG et al., 2013). Este método de analise demonstra ser promissor para a
observacdo das estruturas désseas microscépicas e quantificacdo da formacado
0ssea, dentro e fora dos defeitos, o que a torna uma ferramenta valiosa na pesquisa
histomorfométrica em animais de pequeno porte in vivo (UDAGAWA et. Al., 2012).

A UCT possibilita estudar caracteristicas morfométricas de substitutos 6sseos
como um método de analise ndo invasivo, ndo destrutivo e mais preciso que a
microscoépia Gtica tradicional e eletrénica (MALEO et al., 2012). Ferramenta analitica
muito util para medir neoformacéao 6ssea (SONG et al, 2014), a uCT néo é a técnica
mais adequada para avaliar as células de tecido 0sseo, tais como ostedides,
osteoblastos, e osteoclastos. Todavia, os estudos na literatura relatam que a uCT
ainda € comparavel a histomorfometria estereolégica na determinacdo da
quantidade de tecido 6sseo (PARK et al.,, 2014). Introduzida como uma alternativa
nao destrutiva a histologia, estudos demostram um alto correlacdo com parametros
histomorfométrica convencionais (ANAVI, et al., 2011).

Desta forma, a yCT é uma escolha conveniente quando se quer medir a
qualidade do osso, que envolve aspectos como propriedades minerais,
microarquitetura, e composicdo da matriz 6ssea (GOMEZ et al., 2013), também
aplicada em pesquisas que envolvem a produgcéo de 0ssos, amostra de 0ssos de
pequenos animais, amostra de o0sso trabecular de animais maiores e humanos
(KASSECK et al, 2010). Do mesmo modo, a UCT & capaz de realizar medidas
diretas relacionados com o0sso cortical que inclui: a area cortical, espessura cortical
média, area da secdo de choque total e fracdo de volume 6sseo cortical e, além

disto, medicbes geométricas tais como a largura, o diametro e a espessura,
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obtencdo de informagbes usadas para calcular as propriedades do material estao
entre as aplicacbes da uCT( BART; WALLACE 2013)

As primeiras uTC foram desenvolvidas no inicio de 1980, e em todas as suas
formas, tornou-se um poderoso instrumento na investigacdo biomédica (RITMAN,
2011). Semelhante, em principio, a tomografia computadorizada médica, o
funcionamento da pTC se d4 através da captacdo de dados adquiridos em diversos
angulos de visualizacéo, a partir da atenuacdo de raios-X, para reconstruir em 3D
uma imagem da amostra a ser analisada (BOUXSEIN et al., 2010; PARK et al.,
2014). As amostras normalmente variam de poucos milimetros a alguns centimetros
de tamanho, com resolucdes na faixa de micron (DAVIS et al., 2013). A preparacao
da amostra € tipicamente minima e para muitos materiais, a técnica é nao destrutiva
0 que permite muitas pesquisas para serem feitas, no mesmo espécime em
diferentes condi¢des (LANDIS; KEANE 2010).

A UTC pode ser classificada quanto a fonte de raios-X em dois tipos:
Radiacdo Sincrotron (SR) e uTC de laboratério com Micro/Nano foco de raios-X
(YUE et al.,, 2010). A radiacdo Synchrotron é gerada a partir de um anel de
armazenamento de elétrons e € monocromatica (tendo um comprimento de onda
especifico). Portanto, diferentes elementos podem ser distinguidos de acordo com
seu numero atémico (ZEHBE, 2010; YUE, 2010; JIA et al., 2010).

O emprego de raios-X monocromaticos em UTC, artificio utilizado para
aperfeicoar a aquisicdo de imagem, possui como vantagens uma alta resolucéo
espacial e quantitativa de imagens por proporcionar alta relacdo sinal-ruido, forte
contraste e desprezivel efeito endurecimento do feixe. Um dos problemas no uso
desta tecnologia, no entanto, sdo os tempos de varredura inevitavelmente longos (=
10 min), devido ao insuficiente fluxo de fétons de raios-X monocromatico, em
comparacao com o feixe policromético ou quase monocromatica de raios-X (JUNG
et al., 2012). Além dos inconvenientes citados, a uTC radiagdo Synchrotron possui o
campo de visdo limitado, os equipamentos ndo estdo amplamente disponiveis
(MANCHENO et al., 2014) e seu custo é elevado (VERDELIS et al., 2011).

A pUTC que utiliza raios-X convencionais de alta resolugédo é a escolha mais
recomendada como recurso ndo destrutivo para a analise da morfologia 6ssea,
comparada as técnicas convencionais (SALES et al.,, 2011). Este equipamento
reconstréi imagens 3D em planos desejados com uma resolugdo cem vezes maior

do que a Tomografia Computadorizada médica (PANG et al., 2012) e pode alcancar



17

uma resolugdo de imagem no valor de 10um, ou em torno de 1um, quando utiliza a
radiacéo sincrotron (BARBETTA, 2012).

Como é sabido, o osso, o tecido fibroso novo e o arcabouco de ceramica
apresentam diferentes coeficientes de absorcao; este método permite a separagao
de suas estruturas 3D para obter dados quantitativos, tais como o volume do 0sso,
espessura, o crescimento, a destruicdo, remodelacdo e alteragbes na densidade do
0ss0. Sabendo também que imagens com voxel de tamanhos inferiores a 10um sao
atingiveis com facilidade pela uTC, esta técnica de imagem é superior a outras, tais
como ultrassom (30um) e ressonancia magnética (100um) (BARBETTA, 2012).

No entanto, a ferramenta da uTC ndo demonstra ser util para a imagem
latente direta dos tecidos moles devido a baixa absor¢cédo de raios-X em tecidos nao
mineralizados. Para compensar a baixa radiopacidade dos tecidos moles, uma outra
técnica que emprega a utilizacdo de contraste, em que as amostras sédo equilibradas
numa solucdo contendo um agente de contraste iGnico para tomografia
computadorizada (PALMER; GULDBERG; EVENSTON, 2006), amplia o limite de
formacdo de imagem de estruturas "moles" tais como cartilagem e vasos
sanguineos. Junto a morfologia detalhada 3D, as atenua¢Bes do voxel local
fornecem outro nivel de informacdo sobre o tipo ou a densidade tecidual local
analisado (GULDBERG, 2008).

No tocante aos scaffolds (arcaboucgos) analisados em uma imagem de puTC,
0s parametros sdo o tamanho dos poros, diametro de interconexdo dos poros e
alguma medida de interconectividade, definida como o numero de ligagcées (ao longo
de certo diametro) por poro (JONES et al.,, 2009). O método mais comum para a
analise de células em arcaboucos € a microscopia. O seccionamento seguido por
histologia torna possivel imaginar o interior dos arcaboucos, mas € destrutivo,
demorado e apenas semiquantitativo. A microscopia de fluorescéncia pode ser
guantitativa quando séo aplicadas abordagens de alto rendimento e a fluorescéncia
confocal microscépica pode produzir imagens em 3D. Contudo, ndo é possivel
visualizar através de materiais opacos a imagem do interior de um arcabouco.

A UTC possui a vantagem de gerar imagens 3D e penetrar em profundidade
no interior de arcaboucos com a primazia de ser um meétodo quantitativo e nao
destrutivo (SHAUNA et al, 2009). Ademais, a uTC pode ser utilizada para prever as

propriedades mecéanicas dos materiais e os efeitos da arquitetura dos poros
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individuais dos arcaboucos se 0 correspondente possuir as propriedades de um
material ja conhecido (JONES et al., 2009).

Embora a UTC seja apresentada na literatura como ferramenta verséatil
aplicada a bioengenharia 6ssea com o uso de biomateriais (Appel et al., 2011), em
seu trabalho Potential for Imaging Engineered Tissueswith X-Ray PhaseContrast,
demonstraram que as técnicas que utilizam X-Ray Phase Contrast - X-ray PC
(Raios-X contraste de fase/ Raios-X PC) possibilitam a visualizacdo de tecidos
moles, biomateriais e estrutura de tecidos calcificados com excelente resolucéo
espacial, dispensa o uso de contraste com a superacdo de algumas limitacdes da
MTC convencional.

O estudo de (Appel et al.,2012) ratifica o potencial da tecnologia de Raios-X
PC e destaca a visualizacdo de arcaboucos de poliéster e tecido moles (com pouca
absorcdo de raios-X) dentro do implante de tecido 6sseo, o que ndo era possivel
com o UTC convencional. Em seu estudo com imagens ex vivo, 0 uso de Raios-X
PC, permitiu a identificacdo de osso recém-formado dentro do cranio de ratos e a
identificacdo do arcabouco residual do polimero Poli (L-4cido lactico) (PLLA). Assim,
pode ser alcancada a segmentacao dos defeitos em regides de 0ssos, tecidos moles
e PLLA. A partir deste resultado, € sugerida, como perspectiva futura, uma
importante aplicacdo para a engenharia de tecidos ésseos com o0 uso de
biomateriais, a quantificacdo do novo tecido 6sseo a ser formado, simultaneamente,
a analise do tempo de degradacao do polimero utilizado como biomaterial (APPEL,
2012).

Contudo, esta nova tecnologia ainda precisa ser pesquisada e aprimorada,
sobretudo quanto a reducdo do tempo de aquisicdo de dados e a possibilidade de

desenvolver pesquisas em amostras in vivo (APELL et al., 2011; 2012; 2013).

2.2 DEFEITO OSSEO CRITICO

O tecido 6sseo possui uma excelente capacidade regenerativa, em variadas
situacdes é capaz de restabelecer perfeitamente sua estrutura 0ssea arquitetdnica e
as propriedades mecanicas por meio de um processo complexo que envolve
atividade local e sistémica do organismo (GUIMARAES et al., 2011). O conceito de

defeito Osseo critico € estabelecido quando o tecido 0sseo ndo regenera
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espontaneamente durante a vida do animal. Estes agravos sao preenchidos com
tecido conjuntivo fibroso e limitam a regeneracdo 6ssea nas margens do defeito
(EZIRGANL et al., 2013).

Na atualidade, os padrdes ouro para o reparo de defeitos 0sseos sdo auto
enxerto ou aloenxerto (GELLYNCK, 2013), contudo essas estratégias apresentam
limitagbes como a falta de tecido disponivel, morbidade do sitio do doador, riscos de
transmissao de doencas e imunossupressao (Bl et al., 2012). A engenharia de tecido
0sseo surgiu com a finalidade de superar as limitagdes do uso de enxertos e tém
usado abordagens diferentes, como fatores de crescimento e biomateriais utilizados
para imitar as caracteristicas do natural, matriz extracelular 6ssea (GELLYNCK,
2013).

2.3 BIOMATERIAIS

Uma definicAo geralmente aceita sobre biomateriais € qualquer substancia,
natural ou sintética, que abrange o todo ou uma parte de uma estrutura viva ou um
dispositivo biomédico que executa, complementa ou substitui uma funcédo natural
(MAIA et al., 2010).

Atualmente, os biomateriais séo rotineiramente usados em aplicagcbes médicas
tais como: a entrega de medicamentos, engenharia de tecidos e tratamentos
médicos com base na imaginologia. Muitos materiais organicos e inorganicos,
alguns dos quais ja estdo disponiveis no mercado, foram especificamente projetados
para promover o crescimento de tecidos e entrega de medicamentos. E reconhecido
qgue as propriedades dos biomateriais afetam os resultados biolégicos incluindo a
meia-vida biolégica de drogas, biocompatibilidade de dispositivos implantados e as
taxas de liberacdo e toxicidade dos transportadores de remédios (MITRAGOTRI;
LAHANN, 2009).

Os materiais ceramicos, devido a sua natureza inorganica e composigao ionica,
sdo adequados para aplicacdes Osseas. Os fosfatos de calcio, tais como
hidroxiapatita (HA), fosfato de tricélcio (TCP) e fosfato de célcio derivado de coral,
conhecidos pela sua capacidade de ligacdo e por estimular a regeneracdo 0ssea,

sao exemplos desses materiais (GIULIANI et al., 2013).
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A hidroxiapatita (HA) é uma das bioceramicas mais biocompativeis em virtude
de sua semelhangca ao componente mineral de ossos e dentes humanos (FOOK;
APARECIDA; FOOK, 2010). Este biomaterial tem sido utilizado em uma variedade
de aplicacbes biomédicas, como em matrizes para a libertacdo controlada de
farmacos, cimentos de o0sso, e implantes dentarios (VENUGOPAL, 2010). A HA é
biodegradavel e quimicamente semelhante ao componente inorganico da matriz
O0ssea — um tecido muito complexo geralmente formulado com Caio(OH)2(PO4)s
(ZHOUH; LEE, 2011; NOTODIHARDJO et al., 2012).

Cristais sintéticos de HA sdo intensamente utilizados em aplicacdes médicas,
como, por exemplo, implantes ou revestimentos sobre proteses. Por conseguinte, as
caracteristicas biologicas: ndo imunogenicidade, comportamento ndo inflamatorio,
boa biocompatibilidade, alta osteocondutividade e/ou osteoindutividade destas HA

sintéticas tém sido amplamente pesquisadas (SHI et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo comparativo imaginolégico por microtomografia
computadorizada (LUCT) e a andlise histomorfoldgica, do reparo ésseo, associado ao

uso de biomateriais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Através da aquisicdo de imagens por uTC e analise histomorfolégica:

¢ Identificar e quantificar o reparo ésseo de defeitos criticos sem implantacéo
de biomateriais.

e Identificar e quantificar o reparo 6sseo de defeitos criticos apds implantacdo
dos biomateriais: BioOss® e composito de hidroxiapatita com alginato a 1% e
gelatina a 1%.

e Diferenciar por densidade, o biomaterial a base de osso bovino inorganico
(BioOss®) do tecido 6sseo neoformado.

e Diferenciar por densidade, o biomaterial a base de osso fosfato de célcio
(inorganico), alginato e gelatina (orgénico), em relacdo ao tecido 6sseo

neoformado.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas
no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da Universidade
Federal da Bahia (UFBA) (PROTOCOLO N°060/2014) e seguiu as Normas Eticas de
Pesquisas em Animais (Lei n° 11.794 de 2008), as Normas Nacionais de
Biosseguranca e as Diretrizes do Instituto Nacional de Saude para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério (NIH Publicacdo n © 85-23, Rev. 1985), bem como as
normas de Biosseguranca do Biotério Central da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), no qual foram realizados os procedimentos cirdrgicos deste

estudo.

4.1 AMOSTRA

Utilizou-se uma amostra com 20 ratos Rattus norvegicus da linhagem Wistar,
albinos, machos, adultos, com massa corporal de aproximadamente 321 a 480g, de
trés a quatro meses de idade, fornecidos pelo Biotério da UEFS. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente para a composicao de quatro grupos experimentais, no

ponto biolégico de 15 dias (Quadro 1).

Grupo HAAIgGel: defeito ésseo critico preenchido com biomaterial compdsito

de hidroxiapatita, alginato e gelatina, em formato de granulos.

Grupo HA: defeito 6sseo critico e com biomaterial de hidroxiapatita bovina,

em formato de granulos (BioOss®).

Grupo CDSB: defeito 6sseo critico e sem implantacédo de biomateriais.

Grupo CI: calvéria integra e sem confeccéo de defeito critico.



23

Quadro 1 - Numero de animais de acordo com o grupo experimental e ponto biolégico

Grupos HAAlgGel HA CDSB Cl Total

15 dias 05 05 05 05 20

Fonte: Elaborado pelo autor

Os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental em gaiolas
identificadas e autoclavadas, forradas com cama de maravalha de pinus autoclavada
e trocada diariamente. Os animais foram alimentados com racao sélida e agua ad
libitum, mantidos em condicbes ambientais controladas de temperatura e
luminosidade adequadas a espécie. Os animais foram submetidos a eutanasia nos

tempos bioldgicos de 15 dias pds-operatorios.

4.2 BIOMATERIAIS

Os biomateriais utilizados para o experimento foram constituidos por:

1. Granulos de HAAIgGel compésito de hidroxiapatita com alginato a 1% e
gelatina 1% (Figura 1), desenvolvidos, preparados, caracterizados e fornecidos pelo
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) sob a supervisdo do Professor

Alexandre Malta Rossi.
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Figura 1 - Granulos de HAalgGel

(A) Granulos de HAAIgGel acondicionados em tubos plasticos do tipo eppendorfs. (B) Granulos de
HAAIgGel acondicionados no pote dappen.
Fonte - Foto do autor

2.Particulas de hidroxiapatita de origem bovina BioOss®, comercialmente

encontrado.

4.3 CARACTERIZACAO DO BIOMATERIAL GRANULOS DE HAAIgGel

4.3.1. Preparacédo do P6 de Hidroxiapatita [Cayo(PO4)s(OH),]

As amostras de hidroxiapatita estequiométrica sao sintetizadas pelo método
de precipitacéo por via imida com razao tedrica dos fons [Ca]"%/[PO4]> = 1,67, em
condi¢Bes reacionais apropriadas a formacdo de um material com uma Unica fase

cristalina. A reacao € ilustrada abaixo:

10 Ca(NOs); + 6 (NH,):HPO,4 + 8 NHsOH — Caig(PO4)s(OH)2 + + 6 H,0 +
20 NH4NO3

A sintese é realizada a partir da adicdo de uma solucdo contendo ions fosfato
(Solucdo A) a uma solucdo contendo ions calcio (Solugdo B) em condigcbes

reacionais propicias a formacéo do precipitado. Os detalhes sdo descritos abaixo:
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4.3.2 Preparacgao das Solugoes:

Solucé&o A: 4000 mL de uma solugdo 2,0 M Nitrato de Calcio Tetrahidratado
[Ca(NOs3)2.4 H20], ajustados a um pH 10-11 pela adicdo de 30mL de NH,OH

concentrada.

Solucéo B: 4000 mL de uma solucdo 1,2 M de Diamdniohidrogenofosfato de

(NH4)2HPO,], ajustados a um pH 10-11 pela adicdo de NH4OH concentrada.

Durante todo o experimento foi utilizada agua ultrapura (Millig) obtida de um

sistema Milli Q-plus/Millipore.

4.3.3 — Preparacédo do material:

Com o auxilio de uma bomba peristaltica (fluxo:200mL/min) a solucdo A é
colocada dentro do reator com capacidade de 10L , onde seré realizada a reagéo de
precipitacdo. Com o reator ja contendo a solucdo A e sob agitacdo mecéanica com
agitador IKA (240rpm) e temperatura mantida através 6leo de silicone a 90°C (+
5°C), ocorre a adicdo lentamente da solucdo B, com auxilio de uma bomba
peristaltica (fluxo de 30ml/min), Apds trés horas de adi¢ao, a mistura permanece sob
agitacdo, a mesma temperatura, por mais duas horas para a maturacdo do

precipitado formado.

4.3.4. Filtracdo e Lavagem do Solido

O precipitado ainda em solucdo (volume total de aproximadamente 9L) é
retirado do reator com o auxilio de um becher e transferido para um sistema de
filtragdo composto por um funil tipo buchener, kitassato e papel de filtro. A este
sistema é acoplado uma bomba de vacuo (Marca: Boc Edwards) e todo o liquido &
retirado em sua totalidade, restando um gel de hidroxiapatita.

Utilizando-se um becher com capacidade de 4L, sdo aquecidos 3L de agua
Millig aquecida até temperatura de 90°C, em seguida o material contido no papel de
filtro é transferido para o becher e com agitacdo mecanica fica disperso na agua

durante 15min. ApOs este tempo novamente utiliza-se o sistema de filtracdo ja
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descrito acima e o precipitado € filtrado sendo medido em seguida o pH do
sobrenadante(ou &gua de lavagem). Esta operacdo de lavagem é repetida até obter

no sobrenadante o pH +7,0.
4.3.5. Secagem e Disperséo do Sélido

O solido obtido é seco em estufa por 24 horas com temperatura de 100°C; o
sélido também pode ser liofilizado por 24h. O material seco € triturado em moinho

(Marca: IKA ) e separado utilizando uma peneira com abertura de 74(Jm mesh.

4.4. GRANULOS DE HIDROXIAPATITA BOVINA BioOss®

Produzidos com um padrdo de tamanho médio, entre 0,25 a 1mm, sendo em
seu processamento, desproteinizado e submetido ao tratamento térmico a uma

temperatura de 300° C.

4.5. TECNICA CIRURGICA PARA CONFECCAO DO DEFEITO

Inicialmente os ratos foram pesados, anestesiados (Figura 2A) através da
injecdo intramuscular de Cloridrato de Xilazina (0,06 mL/kg) e Cloridrato de
Quetamina (0,12 mL/kg). Posteriormente, fez-se a tricotomia do campo operatorio na
parte dorsal do cranio, assepsia com alcool iodado (Figura 2B). Com o animal
posicionado em decubito ventral, sobre o campo cirurgico, foi realizada uma incisao
cutdnea semilunar de aproximadamente 3cm de extensdo, com a utilizagdo de uma
lamina de bisturi n° 15 para a retirada da camada epitelial da calvaria (Figura 2C).
Realizou-se uma divulsdo com tesoura de ponta reta e romba, elevacdo do retalho
para acesso ao periésteo, que foi incisado e removido com uma espatula n° 7 e
pinga clinica para exposi¢ao do tecido 0sseo. Apos a incisdo foi confeccionado o
defeito 0sseo critico de aproximadamente 8,5mm de diametro na calvaria, com uma
fresa trefina de aproximadamente 8,5mm de diametro externo (Figura 2D e 2E)
acoplada em peca de méao de baixa rotacdo sob irrigacdo abundante com solucao

salina estéril.
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Apés a confeccdo do defeito dsseo critico (Figura 2F) este foi preenchido com o
biomaterial de acordo os grupos pré-estabelecidos (Figura 2G). Posteriormente, o
retalho foi reposicionado e suturado com fios de nylon, com pontos interrompidos
(Figura 2H).

Ao atingir o ponto bioldgico desejado, os animais sofreram eutanasia com dose
letal de Cloreto de Potéssio 0,12 mg/kg, via intracardiaca. A calvéria foi retirada, as
pecas fixadas em solucdo de formol tamponado por 17 dias, lavado em agua
corrente por um dia e, posteriormente, conservadas em alcool a 70% para serem
encaminhadas ao laboratério para andlise microtomogréfica e depois para
processamento histoldgico.
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Figura 2 - Confecgéo do defeito e implantagdo dos biomateriais

(A) Analgesia e sedacdo por meio de inje¢cdo intramuscular. (B) Tricotomia da regido da calvaria. (C)
Tecido 0sseo exposto. (D) Confeccéo do defeito 6sseo com fresa trefina. (E) Demarcacédo do defeito
O6sseo na porcao mediana da calvaria. (F) Defeito 6sseo critico confeccionado. (G) Implantacéo do
biomaterial. (H) Sutura do retalho com pontos interrompidos.

Fonte: Fotos do autor
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4.6 TECNICA MICROTOMOGRAFICA

4.6.1 Preparo das amostras

As amostras conservadas em &lcool 70% foram transferidas para uma solucao
de 0,9% de soro fisiolégico e mantidas por no minimo oito horas no intuito de

amenizar a desidratacdo do tecido 6sseo proveniente da fixagcdo em alcool 70%.

4.6.2 Aquisicao das imagens por raios-x e reconstituicdo das secoes de uCT

A etapa de aquisicdo radiografica por microtomografia computadorizada foi
executada em parceria com a Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP,
no laboratério multiusuario de Microtomografia in vivo. A aquisicdo das imagens foi
feita pela Técnica responsavel da uCT, para tanto se utilizou o Microtomografo
SkyScan 1176 (Figura 3). Inicialmente as amostras sdo envolvidas em papel
absorvente umedecido e apos tal procedimento, as mesmas foram colocadas em um
suporte e foi fixado na sela do equipamento no intuito de evitar o movimento
indesejado para a aquisicdo das imagens (Figura 4). Fez-se a listagem dos grupos a
serem analisados e o registro dos mesmos no computador. Utilizou-se um filtro de
aluminio de 0,5mm determinando a kilovoltagem em 50kV e miliamperagem 497A,
técnica recomendada para andlise de ossos de rato in vivo e ex vivo. O aparelho foi
ajustado para uma resolucdo espacial maxima de 4000x2672 pixels e cortes com
09um de espessura, cujo tempo de aquisicdo por peca foi aproximadamente uma
hora e vinte minutos (Figura 5). As imagens radiograficas foram reconstituidas pelo

uso do software NRecon.



Figura 3 — Microtomografo SkyScan 1176

- —

Fonte: fotos do autor

Figura 4 — Acomodacao da amostra na uCT

Fonte: fotos do autor
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Figura 5 - Tela de aquisi¢cao de imagens por uCT

Fonte: fotos do autor

4.6.3 Analise e Imagens em 3D.

Apoés as imagens passarem pela etapa de reconstruidas no Software NRecon
Server (versdo 1.6.9.8), a mesma ¢€ redirecionada no Data Viewer. As imagens
podem ser salvas em trés cortes: axial, sagital e coronal. Neste trabalho foram
salvas em axial e sagital.

O préoximo passo consiste na analise em 3D que acontece no programa CTan
(Figura 6), envolve a selecdo da regido da calvaria que se quer analisar (ROI),
confeccdo do histograma, morfometria (feita no plano axial, a partir do maior
didametro do defeito, similar ao corte histologico) e confeccdo da imagem delimitada

em 3D e que so pode ser manipulada no programa CTvox.
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Figura 6: Tela de selecdo de ROI, analise 3D e Morfometria por uCT, programa CTan.
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Fonte: fotos do autor

4.6 ANALISE HISTOLOGICA

Apoés as analises microtomograficas, as calvarias foram limpas, reduzidas nas
laterais e divididas em duas partes em uma proporcdo de 2/3 anteriores e 1/3
posterior, em todas as amostras (Figura 7). Os segmentos anteriores das calvarias
foram descalcificados com EDTA - 5% por sete dias, com troca a cada vinte e quatro
horas, antes de serem incluidos em parafina. Apés a inclusdo em parafina, foram
realizados cortes seriados longitudinais, com 4um de espessura, iniciados a partir do
centro do defeito cirdrgico original na area com 85mm de extensdo. Os cortes
histol6gicos foram corados pelas técnicas de Hematoxilina (HE) e Eosina,
Picrossirius (PIFG) vermelho e Tricromo de Masson Goldner, analisados
histologicamente em microscépio de luz comum. O processamento histolégico foi
realizado no Instituto de Patologia Geral e Cutanea — IPAC, sob a supervisdo da

doutora Fabiana Paim Rosa.
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Figura 7 - Desenho esquematico do defeito critico em calvaria de rato

Osso Osso
remanescente remanescente

Porgdo
anterior l BORDAS (_‘ J{

l' =y |

8 mm
Area seccional do
defeito

Em (A) linha de referéncia para o corte transversal da calvaria no maior didmetro, 8 mm; em (B) area
seccional do defeito, ap6s corte transversal.
Fonte: (A) Adaptado de MENEIL et al. (2005); (B) RIBEIRO, I. LA, (2013)
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO MICROTOMOGRAFICA

5.1.1 HAALGGel

O grupo HAAIgGel, observou-se o0 biomaterial com morfologias bem
diferentes do tecido neoformado no defeito, sobreposicdo do biomaterial na regiao
fora do defeito e auséncia de biomaterial na regido central do defeito, de acordo com

a avaliacdo microtomografica (Figuras 8, 9 e 10).

Figura 8 - Imagem por UCT em trés dimensdes, calvaria preenchida com HAAlgGel, 15D

Visdo anteroposterior no plano coronal.
Fonte - Foto do autor



Figura 9. Imagem por uCT em trés dimensdes, calvaria preenchida com HAAIgGel, 15D

Visao lateral plano coronal.
Fonte: Foto do autor
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Figura 10 - Imagem por uCT em trés dimensdes, calvaria preenchida com HAAIgGel, regido de maior
didmetro do defeito, 15D

Visao corte axial.
Fonte: Foto do autor

5.1.2 HA (BioOss®)

Na imagem microtomografica em trés dimensdes do grupo HA, defeito 6sseo
critico preenchido com BioOss®, nota-se uma discreta neoformacéo na borda 6ssea,
com grande quantidade de biomaterial no interior do defeito. Houve também uma
grande quantidade de biomaterial sobrepondo a area fora do defeito (Figura 11 e
12). Observa-se uma similaridade, ligeiramente maior, da radiopacidade com 0 0sso
em relagdo ao biomaterial HAAIgGel. Na imagem comparativa do grupo HA com o
grupo controle (Figura 13), é visualizado o preenchimento quase total do defeito pelo

BioOss®.



Figura 11. Imagem por uCT em trés dimensdes, calvaria preenchida com BioOss®, 15D.

Visao anteroposterior plano coronal. Fonte: Foto do autor.
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Figura 12 - Imagem por UCT em trés dimensdes, calvaria preenchida com BioOss®, regido de maior
didmetro do defeito, 15D

Plano coronal.
Fonte: Foto do autor

Figura 13 - Imagens por uCT em trés dimensdes,15D

Vis&o péstero-anterior no plano coronal da (esquerda) calvéria preenchida com BioOss” e (direita)
Grupo controle, calvaria sem implante de biomaterial.
Fonte: Foto do autor
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5.1.3 Controle

Nas figuras (14, 15, 16 e 17), sdo demonstradas imagens 3D do grupo
controle, defeito Gsseo critico sem implante de biomaterial, em distintas visdes com
discreta neoformacgéo 6ssea nas margens que se apresenta irregular, apés 15 D de
reparo.

Figura 14 - Imagem por uCT em trés dimens®es, calvaria com defeito critico vazio, 15D

Visdo anteroposterior plano coronal.
Fonte - Foto do autor

Figura 15 - Imagem por uCT em trés dimensdes, calvaria preenchida com controle, regido de maior
didmetro do defeito, 15D

Corte axial.
Fonte: Foto do autor
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Figura 16 - Imagem por uCT em trés dimensdes, calvaria com defeito critico vazio, 15D. Visao
sagital

Fonte: foto do autor

Figura 17 - Imagem por uCT em trés dimensdes, calvaria com defeito critico vazio, 15D

Viséo postero-anterior plano coronal
Fonte: Foto do autor
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5.1.4 Calvaria Integra

Apoés avaliacdo microtomografica, no grupo calvaria integra, sem confeccao
de defeito critico, pode-se visualizar a anatomia da calvaria normal, sem
irregularidades, as suturas intracranianas bem definidas e uma boa resolugéo de

imagem (Figuras 18, 19 e 20).

Figura 18 - Imagem por uCT em trés dimensfes, calvaria integra

Visdo anteroposterior plano coronal.
Fonte: Foto do autor
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Figura 19 - Imagem por uCT em trés dimensdes, calvaria integra corte axial da regido de confec¢éo
do defeito, referente ao maior didametro

Fonte: foto do autor

Figura 20 - Imagem por UCT em trés dimensdes, calvaria integra, 15D

Visdo no plano sagital.
Fonte: Foto do autor
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A andlise morformétrica da uCT foi calculada a partir do corte axial, da regiao
referente ao maior didmetro da calvaria, simulando um corte histolégico. Apds
comparacao das medidas de todos os grupos, o HAAIgGel apresenta maior volume
de tecido 6sseo em relacdo aos demais grupos (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacéo entre os grupos das medidas obtidas pela uCT, volume em mm?, superficie
2
em mm

Grupo HAAIgGel HA Controle Integra

medida  média dp média dp média dp média dp
Volume

tecido 6,71 1,59 5,63 1,94 2,06 0,71 5,36 0,12
0sseo

Porcen.
tecido 17,40 4,25 13,05 4,67 5,83 2,02 19,79 1,77
6sseo

Superf.
de 104,15 27,86 92,24 33,46 31,15 12,52 45,08 2,55
contato

Densid.
Superf. 15,44 0,71 16,27 0,84 14,58 2,08 8,43 0,65
Ossea

Fonte: confeccionado pelo autor, a partir dos dados obtidos por pCT.

Quando analisada a porcentagem de tecido 6sseo, obtida pela razao entre o
volume de tecido 6sseo e o volume total, é evidenciado uma maior quantidade de
tecido mineralizado no grupo calvaria integra em relagdo aos demais grupos. O
parametro superficie de contato 6sseo que representa a area superficial do tecido
mineralizado que esta interconectada, o grupo HAAIgGel apresenta um maior valor
em relacdo aos demais grupos. Outra variavel obtida pela uCT é a densidade de
superficie O0ssea, sendo esta a razdo entre area total da superficie do tecido
mineralizado e o volume total analisado, o grupo HA apresenta, 0 maior valor entre

0S grupos.

5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

No grupo experimental HAAIgGel, defeito critico preenchido com biomaterial
hidroxiapatica e alginato a 1% com gelatina (1%) é visto um deslocamento de

biomaterial para a parte superior (area do retalho) em apenas um lado (Figura 21). E
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visualizada a presenca de neoformacdo ostedide reacional nas bordas e defeito
preenchido com tecido conjuntivo frouxo exibindo edema (Figura 22). Observou-se
uma proliferacdo de células fusiformes junto a uma reacdo granulomatosa
circundando o biomaterial particulado com tamanhos diversos, vistos em mudltiplas
camadas e proliferagéo vascular acentuada. O biomaterial aparece multifragmentado
com fibrose delgada envolvendo o mesmo (Figura 21). Notou-se a presenca de uma
neoformacdo de matriz ostedide reacional das bordas, que aparece discretamente
estendida por conducdo, envolvendo particulas de biomateriais proximas a estas

bordas.

No grupo experimental HA, defeito critico preenchido com o biomaterial
BioOss®, observou-se que nas bordas do defeito, uma neoformac&o éssea reacional,
discretamente ampliadas, quando ha a presenca do biomaterial particulado nas suas
proximidades (Figuras 23 e 24). E visualizado o defeito preenchido por tecido
conjuntivo fibroso em areas edemaciadas com inUmeras particulas do biomaterial,
de diversos tamanhos vistos em camadas (Figura 23). Nota-se a presenca de
edemas circundados por reacdo granulomatosa e fibrosa delgada, bem como
acentuada proliferagdo vascular (Figura 24). E visto que, em torno dos biomateriais
particulados de permeio, existe proliferacdo de células fusiformes (Figuras 24 e 25).
Observa-se também uma neoformacéo éssea de matriz ostedide em torno de alguns
materiais particulados. Nos dois grupos experimentais descritos (HA e HAAIgGel), ha
em comum bordas vistas em “bisel”, neoformacdo O6ssea de matriz ostedide nas

bordas e defeito preenchido com tecido conjuntivo frouxo.

Foi observado na avaliagdo histomorformétrica, aos 15 dias no grupo controle,
defeito critico sem implantacdo de biomaterial, uma neoformacdo déssea restrita as
bordas do defeito do tipo reacional (ndo estendem a outras areas) (Figura 26). O
defeito apresenta-se recoberto por um delgado tecido conjuntivo fibroso, infiltrado
inflamatorio mononuclear discreto proximo as bordas do defeito, acompanhados de
discreta proliferagcdo de capilares sanguineos (Figura 27). Na calvaria integra,
observou-se uma espessura normal, osso lamelar integro com presenca de medula
0ssea, presenca de sutura intracraniana, tecido adiposo (subcutaneo), sem fratura.

Osso normal (Figura 28).
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Figura 21 - Sobreposi¢do de biomaterial, HAAIgGel 15 D

1 mm

Regido da borda 6ssea (BO), Tecido conjuntivo fibroso (Tc) em permeio aos granulos (G) de
HAAIgGel. (*) biomaterial multifragmentado, HE. Barra 1 mm. Fonte: Foto do autor

Flura 22 GHAAI Gel 15 D

e

200 pm o P

Regido da borda éssea (BO) com neoformacéo éssea reacional (Nb). Tecido conjuntivo fibroso (Tc)
em permeio aos granulos (G) de HAAIgGel. Goldner. Barra 100 um.
Fonte: Foto do autor
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Figura 23 - GHA 15D a

il

E 500 pm
| R ——

Regido da borda éssea (BO) com neoformacao éssea reacional (No). Tecido conjuntivo (Tc) em
permeio aos granulos (G) de HA. Goldner. Barra 500 ym. Fonte: Foto do autor.

100 pm — a2 ———— e ——

Regido da borda 6ssea (BO) com neoformacao 6ssea reacional (No). Vaso neoformado (\5 em
permeio aos granulos (G) de HA. Goldner. Barra 100 ym.
Fonte: Foto do autor



Figura25-GHA 15D c

Regido central do defeito preenchido por tecido conjuntivo fibroso (Tc), neovascularizado (V), em
permeio as particulas BioOss® (HA), Veia central (Vc). HE. Barra 100 ym. Fonte: Foto do autor.

Figura 26 - Controle 15D a

Borda 6ssea (BO), neoformacao éssea restrita as bordas do defeito do tipo reacional (NO), tecido
conjuntivo fibroso (Tc) PIFG. Barra 100um.
Fonte: Foto do autor
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Figura 27 - Controle 15D b

100 pm » * .

Regigo central do defeito, tecido conjuntivo fibroso (Tc), (*) HE. Barra 100pm.
Fonte: Foto do autor

Figura 28 - Calvéria Integra

200 pm

e T e -

Calvaria Integra com espessura normal, 0sso lamelar integro com presenca de medula éssea (Mo).
HE. Barra 200um.
Fonte: Foto do autor
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A analise histomorfometrica demonstra que o grupo HA apresenta uma maior
guantidade de tecido 6sseo neoformado e tecido conjuntivo em relacdo ao HAAIgGel
(Tabela 2).

Tabela 2 — Comparacio entre os grupos das medidas obtidas pela histomorfometria, area em mm?
quando comparados ao grupo calvaria integra (100%)

Grupo HAAIgGel BioOss Controle Integra
medida média dp média dp média dp média dp
Area 78 110 673 354 157 100 440 0,19
total
Area de

tecido 0,29 0,25 0,40 0,25 0,49 0,25 3,71 0,01
0sseo

Area.
tecido 2,97 1,37 3,21 1,49 1,08 0,85 0,36 0,11
conjunt.

Area de

: 4,56 1,23 3,12 2,24 - - - -
Biom.

qucent.
Area 177,63 24,99 152,95 80,38 35,63 26,38 100,00 -
total

Porcent.
tecido 6,57 573 8,98 5,68 11,20 573 84,34 3,86
0sseo

Porcent.
tecido 67,53 31,05 73,01 33,84 24,43 19,34 8,19 2,27
conjunt.

Porcent.

. 103,52 28,03 70,96 50,87 - - - -
biom.

Fonte: confeccionado pelo autor, a partir dos dados obtidos pela histomorformetria
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6 DISCUSSAO

O proposito da utilizagdo da uCT como método de avaliacdo de reparo de
defeitos 0sseos criticos, esta em obter dados qualitativos e quantitativos do defeito,
do osso neoformado e do biomaterial apos implantacdo no defeito, através de um
método nao invasivo (SAUNA et al., 2008). Neste estudo ao avaliar as imagens
tridimensionais obtidas pela pCT, no grupo HAAIgGel observa-se que o biomaterial
e 0 o0sso sdo diferentes morfologicamente, visualiza-se com nitidez a
microarquitetura do biomaterial e do 0sso e a localizacdo do biomaterial dentro e

fora do defeito em varios planos.

Os mesmos achados sdo encontrados no grupo HA, com o destaque para a
grande quantidade de biomaterial no centro do defeito sem promover o reparo. Tais
resultados ratificam o valor da uCT para obtencéo de informacdes relacionadas a
medicdes geométricas e propriedade dos biomateriais, destacado na literatura pelos

autores Bart e Wallace (2013) em seus estudos.

Foi observado que no grupo HA a diferenca morfolégica do biomaterial para o
0sso é ainda mais sutil do que no grupo HAAIgGel. Tal resultado é explicado pela
similaridade da hidroxiapatita com o osso, fator complicador para obtencédo de
imagens radiograficas (Aragon et al., 2011). Contudo ainda é possivel diferenciar a
morfologia do biomaterial em relacdo a do o0sso, em virtude da alta resolucdo de
imagem oferecida pela UCT j& descrito na literatura (SALES et al., 2011; PANG, et
al., 2012). Desse modo, a imagem obtida do grupo controle o defeito com contornos
bem definidos e, por vezes com bordas em “bisel”. A calvaria integra é vista com as

suturas intracranianas com muita nitidez.

De acordo com os parametros morfométricos obtidos por uCT, o grupo
HAAIgGel apresenta maior volume de tecido 6sseo comparado aos grupos HA e
controle, o que sugere que houve uma sobreposicdo de biomaterial nas bordas e
maior quantidade dos mesmo presente no defeito. Tal inferéncia é sustentada pelo

gue é visualizado nas imagens (figuras 8 e 10).

s

Outro parametro importante avaliado é a porcentagem de tecido 0sseo

presente na amostra e o grupo calvaria integra possui maior valor comparado aos
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outros grupos. Os resultados apresentados pelos biomateriais foram bem proximos
da calvaria integra, o que sugere ambos possuem uma boa capacidade de promover
reparo 6sseo. Contudo o ponto biolégico de 15 dias ainda ndo € suficiente para
definir o motivo do percentual significativo de 0sso nos grupos em que foi utilizado

biomateriais.

A superficie de contato, correspondente a area superficial do tecido
mineralizado que esta conectada, também uma variavel importante, pois o contato
entre os granulos fornece um arcaboucgo para a promoc¢éo do reparo no defeito. O
grupo HAAIgGel apresenta maiores valores em relacdo a todos 0s grupos
existentes. Quanto ao parametro densidade superficial 6ssea, razdo da area total da
superficie do tecido mineralizado pelo volume total analisado, o BioOss® apresenta
uma maior superficie mineralizada, tal resultado ratifica o valor do BioOss® como

biomaterial osteocondutor, destacado na literatura por JUNIOR et al., 2012.

O estudo histolégico das amostras permitiu observar no grupo HAAIgGel uma
sobreposicao do biomaterial, sobretudo, na borda 6ssea em apenas um lado e tal
achado foi visualizado também na avaliacdo por uCT. O corte histolégico permitiu
avaliar também a regido preenchida pelo tecido conjuntivo, multifragmentacdo do
composito de hidroxiapatita com 1 % de alginato e gelatina, o que sugere uma

reabsorcdo do biomaterial pelo organismo, e uma proliferacéo vascular.

A observacdo dos cortes histoldgicos do grupo HA nota-se que o BioOss®
encontra-se particulado em processo de reabsor¢cdo, da mesma forma que o
composito (HAAIgGel). E demonstrada uma intensa proliferagdo celular que n&o
pode ser visto por uCT. J& o grupo controle é visualizado uma neoformacao restrita
as bordas, sendo facilmente distinta pela coloracdo utilizada na histologia, com a
predominancia de tecido conjuntivo preenchendo o defeito. A calvaria integra
avaliada na histologia correlaciona com os resultados morfolégicos encontrados na

MCT, quanto a normalidade e a presenca de sutura intracraniana regular.

Ao avaliar os dados histomorfometricos (Tabela 2), o grupo HAAIgGel
apresenta o menor percentual de osso e um maior percentual de tecido conjuntivo
em comparado ao grupo HA, o que denota uma maior promoc¢ao de reparo 6sseo do
BioOss® em relacdo ao composito. O grupo controle apresenta o maior valor

percentual de tecido conjuntivo, em virtude de o defeito ser preenchido apenas por
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coagulo, sem o aporte de um biomaterial para promocao do reparo 6sseo. Os altos
valores de porcentagem de tecido 6ésseo no grupo controle sugere erro de medicgéo.
A calvéria integra € composta em sua maior parte por tecido 6sseo, ratificando o

padrdao normal neste grupo.

Os resultados morfométricos da UCT e da técnica histologica estao
correlacionados quanto a quantificacdo de tecido 6sseo (PARK el al.,, 2014) e o
comportamento do biomaterial no defeito 6sseo critico. A uCT e a histologia
apresentam-se como técnica complementares para avaliar o reparo ésseo, visto que
a UCT demonstra melhor a microarquitetura 6ssea como um todo e a localiza¢édo do
biomaterial sob uma 6tica 3D. A histologia fornece informacdes de tecido com moles,
células, formacdo de vasos e uma diferenciacdo mais precisa do tecido 0sso

neoformado e o biomaterial.

E importante ressaltar que os resultados desse estudo sdo obtidos no ponto
biolégico de 15 dias, periodo inicial do reparo do defeito e faz-se necessario o
acompanhamento evolutivo do reparo pela UCT e pela histologia para uma melhor
avaliacdo dessas técnicas. Entretanto, a uCT € uma técnica promissora, de facil
reproducao, para avaliar defeitos 6sseos criticos de forma rapida e nao invasiva.
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7 CONCLUSOES

e Através da aquisicdo de imagens por UTC e andlise histomorfologica, foi
possivel quantificar o reparo 6sseo de defeitos criticos sem implantacdo de

biomateriais.

e A UTC e a anadlise histomorfolégica identificou e quantificou o reparo 6sseo

de defeitos criticos, nos grupos HA e HAAIgGel.

e Na distincdo do biomaterial a base de osso bovino inorganico (BioOss®), em
relacdo ao osso neoformado, a UCT apresenta-se limitada em relacdo a

analise histomorfologica, no ponto biolégico estudado.

¢ Na distincdo do biomaterial a base de osso fosfato de célcio (inorganico),
alginato e gelatina (organico), em relacdo ao osso neoformado, a pCT
apresenta-se limitada em relagdo a andlise histomorfologica, no ponto

bioldgico estudado.
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