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EPIGRAFE

“E fundamental diminuir a distancia entre o que se diz e o que se faz, até que, num

dado momento, a tua fala seja a tua pratica.”

Paulo Freire
(1921-1997)



RESUMO

MATEUS, C. P. Avaliacdo do Composto Osseo de Ricinus (C.0.R.) granulado e
Hidroxiapatita (HAP-91) na osteointegracdo. Estudos: histolégico,
morfométrico e densitométrico. 2013. 81f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais - EESC/IFSC/IQSC da
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2013.

No estudo da osteointegracdo, os resultados adquiridos através dos softwares
analisadores de imagens contribuirdo para que se tenha uma melhor visualizagéo da
interface tecido biologico/material implantado. O objetivo deste trabalho foi avaliar,
por meio de estudos histologico, morfométrico e densitométrico, as interfaces tecido
O0sseo/materiais implantados em comparacdo com o0 grupo controle (coagulo),
descrevendo qualitativa e quantitativamente os resultados dessas analises. Foram
selecionados 16 coelhos, Oryctolagus cuniculus, com idade de 90 dias, sendo estes
divididos em quatro grupos de quatro animais (G1, G2, G3 e G4), com periodos pos-
operatorios de sete, 15, 21 e 35 dias. Em cada animal, foram feitos dois defeitos
6sseos nas tibias direitas, preenchidos com o biomaterial Composto Osseo de
Ricinus (C.O.R.) granulado e o Grupo Controle (coagulo); na tibia esquerda,
preencheu-se com o biomaterial Hidroxiapatita (HAP-91). Apds a eutanasia, as
pecas cirurgicas foram removidas, identificadas e submetidas as analises. A analise
histolégica evidenciou, para os dois biomateriais, um grande aporte de células
osteoprogenitoras e, com o avanc¢o dos periodos experimentais, a deposicdo de um
tecido 6sseo mais desenvolvido. Estes resultados qualitativos corroboraram com a
analise morfométrica, evidenciando a osteointegracdo pela aproximagdo das
corticais 6sseas. Com o estudo densitométrico, péde-se acompanhar, por imagens
tridimensionais e coloridas, o desempenho de cada biomaterial implantado e o grupo
controle com o tecido 6sseo. Concluiu-se que os dois biomateriais implantados se
comportam de uma maneira muito desejavel para que se constituam como uma
escolha de materiais substitutos da reposicéo éssea.

Palavras-chave: C.O.R. granulado, HAP-91, histologia, densitometria, morfometria,
software



ABSTRACT

MATEUS, C. P. Evaluation of Compound Bone of granulated Ricinus (C.O.R.)
and Hydroxyapatite (HAP-91) on the osseointegration in rabbits. Studys:
histological, morphometric and densitometric. 2013. 81f. Thesis (Doctoral).
Graduate Program in Science and Materials Engineering - EESC / IFSC / 1QSC at
the University of Sdo Paulo, Sao Carlos, 2013.

In the study of osseointegration, the results acquired through the images analysis
softwares, contribute in order to have a better view of the biological tissue/ material
implanted interface. The aim of this study was to evaluate through studies:
histological, morphometric and densitometric, the interactions of bone tissue /
implanted materials in comparison with the control group (clot), and describing
gualitatively and quantitatively the results of these analyzes. Were selected 16
rabbits, Oryctolagus cuniculus, with 90 days of age and divided into four groups of
four animals (G1, G2, G3 and G4), and postoperative periods of seven, 15, 21 and
35 days. In each animal, two bone defects were made on the right tibia, and were
filled with the (C.O.R.) Compound Bone of granulated Ricinus biomaterial and control
group (clot); and in the left tibia, filled it with (HAP-91) Hydroxyapatite biomaterial.
After euthanasia, the tibial bone was removed, identified and submitted for analyzes.
The histological analysis showed for both biomaterials, a large amount of
osteoprogenitor cells and, with the advancement of the experimental periods, the
deposition of more developed bone tissue. These qualitative results corroborated
with the morphometric analysis, showing the osseointegration by approximation of
the cortical bones. With the densitometric study, could be accompanied, by three-
dimensional images and colorful, the performance of each implanted biomaterial and
the control group with the bone tissue. It was concluded that both implanted
biomaterials behave in a manner very desirable to be constituted as a choice of
substitute materials for the bone replacement.

Keywords: granulated C.O.R., HAP-91, histology, densitometry, morphometry,
software
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1 Introducéo

Na Medicina Veterinaria, assim como na Medicina e na Odontologia, as
pesquisas que tangem a busca pela compreensdo da atividade do material
implantado com o tecido biologico, necessitam de resultados detalhados desta
interacao interfacial.

O estudo histolégico é apresentado como uma técnica minimamente
detalhista no monitoramento dos componentes celulares presentes na formacgao
tecidual.

A resposta do tecido 6sseo a uma lesdo consiste em uma sequéncia
histologica definida, ordenada e bem diferenciada de arranjos morfologicos, dos
guais resulta a cicatrizacdo do tecido 6sseo lesionado; ap0s passar por esse
processo, o tecido 6sseo apresenta uma forma bastante semelhante a sua estrutura
inicial (NACER, 2009).

Empregar substancias quimicas que facilitem a reparacéo 0ssea por meio de
processos de osteogénese, osteoinducdo e osteoconducéo, € alvo de pesquisas
constantes (LEGEROS, 2002).

Os biomateriais, sejam de preparados 0sseos de material natural ou sintético,
apresentam as propriedades requeridas de um material composto do osso ideal, as
guais sejam: biocompatibilidade, biodegradabilidade, habilidade de iniciar a
osteogénese, composicdo e propriedades mecanicas similares aquelas do 0sso,
além de serem tolerados de forma transitdria ou permanente pelos diversos tecidos
gue constituem os 6rgéos vitais (MORAES, 2002).

O contato do biomaterial com o tecido biolégico através da interface ira
influenciar uma resposta celular/tecidual, ativando, assim, a sequéncia ordenada e
diferenciada do arranjo morfolégico, e obtendo resultados detalhados (CAMPOS,
2007).

Segundo Grassi (2006), compreender o comportamento da célula frente ao
biomaterial é altamente relevante para a compreensdo do fendbmeno de
osteointegracdo, no qual a diferenciacao celular, a formacdo de matriz osteoide e a
subsequente mineralizacdo desta sao necessarias na formacao da interface.

A osteointegracdo € vista como um contato muito prOximo entre 0SSO e
implante, e o interesse pela engenharia de superficie tem sido entendido como uma

tendéncia natural e importante. A resposta tecidual 6ssea - a qual abrange taxa,



guantidade e qualidade - estd relacionada com as propriedades importantes da
superficie do implante. Como exemplo, a sua composicdo é critica para a adsor¢cao
de proteinas e a adeséao celular (NOVAES Jr. et al., 2010).

O procedimento histolégico, juntamente com a andalise morfométrica,
corroboram na obtencdo de resultados em que se deseja avaliar a interface tecido
0sseo/material implantado na ocorréncia da neoformacéo éssea.

Morfometria € definida como a andlise quantitativa dos componentes da
morfologia 6ssea, tais como volume, area, perimetro e espessura. As medidas
morfométricas expressam a quantidade de tecido 6sseo e as taxas de formacgéo e
reabsorcdo 6ssea (VICENTINI, 2006).

A importancia desse tipo de analise também foi confirmada nos estudos de
Grandi (2007), relatando ser a analise quantitativa essencial para estudos que
objetivam avaliar a efetividade de novas modalidades terapéuticas na neoformacéo
ossea.

Em um contexto qualitativo, uma anéalise embasada na ciéncia radiol6gica
poder ser empregada. Na medida em que € uma técnica de monitoria visual da
arquitetura Ossea, possibilita-se, dessa forma, a visualizacdo da estrutura O0ssea
gerada pelo filme radiogréfico.

Esse recurso tem ganhado maior atencdo com o advento da ciéncia da
computacdo, com direcionamento especial a densitometria, que interpretara
gualitativamente o teor mineral ésseo do filme radiografico por meio da medicéo da
densidade Optica, a qual apresentara imagens tridimensionais e coloridas
(LOUZADA, 1998).

Estudos da avaliacdo densitométrica de processos fisiolégicos normais e de
situacbes que possam afetar a qualidade do tecido Osseo tém sido realizados
guantitativamente, como a correlacédo da idade cronoldgica com a densidade 6ssea,
a acdo de medicamentos no metabolismo 0sseo, as alteracbes hormonais e as
condicBes patologicas (LOUZADA et al., 2001).

Mediante o que foi pesquisado, este estudo avalia as informacdes histoldgicas
e suas derivagcdes no contexto de imagens computacionais, complementando-as
com a andlise qualitativa no uso da imagem digitalizada, para que se tenha uma
melhor compreensao das interagdes interfaciais tecido ésseo/materiais implantados
em comparagao com o grupo controle. Os resultados obtidos sao interpretados e

apresentados por analise descritiva qualitativa e quantitativa.
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2 Objetivo

Analisar as interacdes interfaciais tecido ésseo/materiais implantados
[Composto Osseo de Ricinus (C.O.R.) Granulado e Hidroxiapatita (HAP-91)],
comparando-as com o Grupo Controle (coagulo), além de apresentar, por meio de
andlises histolégica, morfométrica e densitométrica, os resultados qualitativos e

guantitativos.
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3 Revisao da Literatura

3.1 Implante Composto Osseo de Ricinus (C.0.R.) Granulado

O Composto Osseo de Ricinus (C.0.R.) granulado, por apresentar, em suas
caracteristicas de formulacédo, propriedades que poderiam ser importantes no campo
de materiais da reconstrucdo do tecido ésseo, foi caracterizado pelo Grupo de
Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros (GQATP) da Universidade de Sao
Paulo pelos seguintes processos: andalise termoanalitica (MATEUS, 2009);
calorimetria exploratéria diferencial (DSC); analise termogravimétrica (TGA) e
analise dinamico-mecéanica (DMA); difratograma de raios-X; ensaios de tracéo,
compresséo e dureza (AZEVEDO et al., 2009); microscopia de luz (MATEUS, 2010);
tomografia computadorizada, e imuno-histoquimica (SARAN, 2011).

O uso dessas técnicas mostrou que o material polimérico — Composto Osseo
de Ricinus (C.O.R.) granulado — possui atividade osteocondutora, propiciando a
osteogénese e as propriedades mecanicas requeridas, como ressalta Claro Neto
(1997).

3.2 Implante Hidroxiapatita (HAP-91)

A Hidroxiapatita apresenta semelhanca quimica com os tecidos 6ésseo e
dentario, o que motivou o grupo de pesquisa do laboratério JHS® a sintetizar, a partir
do calcario, a bioceramica hidroxiapatita (HAP-91®), material empregado na
reconstituicdo 6ssea. As técnicas utilizadas para a sua caracterizacdo foram:
difracdo de raios-X; espectrofotometria de energia dispersiva; infravermelho;
espectroscopia de absorcdo atbmica; microscopia de luz, e microscopia eletrénica
de varredura, transmisséao e retrodispersédo (BICALHO et al., 2008).

No estudo de Duarte et al. (2006), relatou-se que a hidroxiapatita atua como

um substrato para a osteogénese, classificando-a como um material osteocondutivo.

3.3 Estudo Histoldgico

A resposta do tecido 6sseo0 a uma lesdo consiste em uma sequéncia

histol6gica definida, ordenada e bem diferenciada de arranjos morfolégicos, dos
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quais resulta a cicatrizagdo do tecido 6sseo lesionado, o qual apresenta uma forma
bastante semelhante a sua estrutura inicial (NACER, 2009).

O processo natural do reparo do tecido 6sseo inicia-se imediatamente apoés a
lesdo tecidual e divide-se em duas fases distintas: a vascular e a celular,
caracterizando um estagio inflamatorio. A vasoconstriccdo inicial forma coagulos
para a interrupcao do fluxo sanguineo local e, em seguida, os restos celulares e os
coagulos sdo removidos pelos macrofagos. Inicia-se, entédo, a proliferacéo de células
osteoprogenitoras, proxima ao local lesionado, e os osteoblastos dao origem ao
trabeculado 6sseo, constituido de tecido 6sseo imaturo e desordenado. Esse
trabeculado unira provisoriamente as por¢des do osso fraturado e dard origem a
formacdo do calo ésseo, por ossificagdo endocondral e intramembranosa (NACER,
2009).

O tecido 0sseo, frente a situacdes nocivas, possui caracteristicas adaptativas;
na pratica ortopédica, a rapida formacao de tecido conjuntivo nas reparacdes de
defeitos 0sseos, nas alteragbes anatdmicas e nos desarranjos funcionais
ocasionados por perda Ossea segmentar ou por fraturas impede ou dificulta a
neoformacédo 0ssea entre os limites do tecido lesionado. Essa dificuldade ocorre em
razdo de o tecido conjuntivo apresentar velocidade de proliferacdo e migracéo
celular maior do que o tecido 6sseo. Note-se que essa alteracdo morfofuncional
resultante do processo regenerativo pode conduzir a varios procedimentos cirargicos
para a sua adequada correcdo (NACER, 2009).

Tais situacdes podem ser minimizadas com o0s beneficios do uso dos
biomateriais para reconstrucao, substituicdo ou preenchimento dos defeitos 6sseos
(NACER, 2009).

O tecido 6sseo é composto por células e uma matriz extracelular, e se torna
mineralizado pela deposicdo de hidroxiapatita calcica, conferindo rigidez e forca ao
0ss0. O tecido 6sseo tem trés tipos de células distintas: os osteoblastos ou células
de formacdo Ossea; os osteoclastos ou células de reabsorcdo Ossea, aos quais
essas funcdes estdo intimamente ligadas, e os ostedcitos, que sdo osteoblastos
aprisionados dentro de lacunas na matriz 6ssea e que, gradualmente, param de
secretar a matriz ndo mineralizada, denominada osteoide. (LOPES; CANHAO;
FONSECA, 2007).

Os osteoblastos formam juncdes estreitas com 0s osteoblastos adjacentes e

possuem regides com uma membrana plasmética especializada na veiculacdo e na



13

secrecédo vesicular, sendo essa a forma pela qual os osteoblastos se diferenciam e
adquirem a habilidade de secretar a matriz 6ssea (LOPES; CANHAO; FONSECA,
2007).

Os ostedcitos, variacdo fenotipica dos osteoblastos maduros, sdo as células
mais numerosas encontradas no tecido 6sseo; essas células se comunicam umas
com as outras e com 0 meio circundante através de extensfes de suas membranas
plasméticas (LOPES; CANHAO; FONSECA, 2007).

A fim de equilibrar formacéo e reabsorcdo 6ssea em individuos saudaveis, os
osteoblastos secretam fatores que regulam a diferenciacdo de osteoclastos, e, por
sua vez, 0s ostedcitos secretam fatores que regulam a atividade de ambos,
osteoblastos e osteoclastos. Durante a diferenciacéo, essas células expressam uma
caracteristica padrdao de genes que as distingue de outros tipos celulares, com
capacidade de diferenciar os fibroblastos que produzem o colageno tipo a, que é
expresso pelo principio da diferenciacdo osteoblastica e € o principal componente
estrutural da matriz 6ssea (LOPES; CANHAO; FONSECA, 2007).

Portanto, os ostedcitos sdo induzidos a agir como mecanossensores,
instruindo os osteoclastos para onde e quando reabsorver o0 0SSO, e aos
osteoblastos, onde e quando forméa-lo (LOPES; CANHAQO; FONSECA, 2007).

De acordo com a descricdo de Lopes, Canhdo e Fonseca (2007), o tecido
0sseo estad sendo constantemente reabsorvido pelos osteoclastos e, em seguida,
substituido pelos osteoblastos, em um processo chamado remodelacéo 6ssea.

Essa coordenacéao surge da ligacéo entre osteoblastos e osteoclastos, a qual
€ mediada pela liberacdo dos fatores de crescimento do tecido 6sseo durante a
reabsorcdo (LOPES; CANHAO; FONSECA, 2007).

O remodelamento 6sseo depende da atividade integrada dos osteoblastos
para a producdo de tecido neoformado, dos ostedcitos para a manutencdo da
resisténcia e dos osteoclastos para a lise do tecido 6sseo. Esse processo flui no
decorrer do crescimento 6sseo normal ou apds o tecido 6sseo ser lesionado
(NACER, 2009).

Nacer (2009) descreve sobre o processo de restabelecimento da anatomia
vascular, constituindo este um dos eventos precoces que ocorrem durante a
osteogénese em determinadas situacdes. A angiogénese pode estar associada a
maior reabsorcdo osteclastica da matriz 6ssea, atuando de forma reversa ao

esperado. Assim, se as condi¢des forem favoraveis, o processo de reparo se dé por
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uma série de fases, até que o tecido 6sseo esteja totalmente consolidado. Contudo,
deve-se levar em conta que o tipo de consolidacdo ndo ser4d 0 mesmo e constante

em todas as circunstancias.

3.3.1 Estudo Histologico - Composto Osseo de Ricinus granulado (C.O.R.)

No estudo de Calixto et al. (2001), foi testada a biocompatibilidade de um
floculado derivado do 6leo de mamona implantado em alvéolos dentais de ratos, por
meio de analise histométrica (contagem diferencial de pontos), no terco apical, nos
periodos experimentais de 1, 2, 3 e 6 semanas. O estudo demonstrou um atraso de
13% a 20% no reparo alveolar dos ratos implantados. Histologicamente, os autores
observaram uma menor neoformacdo Ossea associada a maiores volumes
percentuais de tecido conjuntivo e de remanescentes de coagulo sanguineo.
Verificou-se, com isto, a biocompatibilidade e a capacidade de osteointegracéo
direta do material implantado.

No estudo de Ramalho et al. (2004), também foi utilizado o método descritivo
semiquantitativo na avaliagdo histologica de blocos pré-polimerizados de polimero
de mamona. Essa analise foi baseada no conhecimento dos aspectos condizentes a
inflamacéo, formacdo de tecido conjuntivo fibroso e quantidade do material
encontrada no leito receptor. Os autores concluiram que a neoformacao 6ssea, no
processo regenerativo dos defeitos 0sseos confeccionados, deu-se pela
osteoconducao.

No estudo de Laureano Filho et al. (2007), comparando-se a matriz de 0sso
desmineralizado de origem humana, DEMBONETM, e a resina poliuretana na forma
granulada, AUG-EX®, foi demonstrada, por parametros pré-estabelecidos, uma
analise qualitativa do reparo do defeito 6sseo na calvaria de coelhos, nos periodos
de quatro, sete e 15 semanas. No periodo inicial de avaliacdo, quatro semanas, foi
possivel identificar a presenca de particulas do material rodeadas por tecido
conjuntivo fibroso no interior do defeito 6sseo, a presenca de osteoide e pouca
guantidade osteoblastica com os dois materiais implantados. No periodo de sete
semanas, foram observadas particulas dos materiais envolvidos por tecido
conjuntivo fibroso e 6sseo, sendo que a neoformacdo Gssea iniciou-se a partir das

margens do defeito. No grupo de DEMBONETM, observou-se grande quantidade de
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tecido conjuntivo, enquanto que no grupo AUG-EX®, deu-se o fechamento quase
que total do defeito por tecido 6sseo maduro. Os pesquisadores concluiram, pela
andlise histologica, que os materiais influenciaram positivamente na neoformacgéo
Ossea.

No estudo proposto por Borges et al. (2007) para avaliar histologicamente a
acdo do polimero derivado do 6leo de mamona na forma de granulos implantados
nas tibias de caes aos 30, 60, 120 e 180 dias de experimento, foi demonstrada a
biocompatibilidade do implante por sua presenca na cavidade formada e pela
auséncia de reacdo a corpo estranho, apresentando-se como um espacador
biolégico. Observou-se a presenca de numerosas células da linhagem osteogénica,
sendo que o0s osteoblastos estavam nas adjacéncias do material quando este se
apresentava em fragmentos menores.

Nacer (2009) utilizou da avaliagdo histologica descritiva, um método
semiquantitativo, para analisar o uso do polimero de mamona acrescido de
carbonato de calcio e associado com os dopantes silica e zirconia. Os resultados
foram tabulados de maneira a se observar, nos trés periodos estudados (15, 30 e 60
dias), a disposicao dos valores quantificados da presenca ou ndo de neoformacéo
0ssea, de fibroblastos, pseudocapsula fibrosa, reacéo inflamatoria, células gigantes,
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Concluiu-se que a osteoconducdo foi a
principal via para a regeneracdo 0ssea, comportando-se o biomaterial como um
arcabouco receptivo, que facilitou a neoformacédo 6ssea com uma maior quantidade
estimada de tecido 6sseo maduro.

Na avaliacao histologica feita por Ramalho et al. (2009), os autores obtiveram
como resultados, aos 270 dias de implantacdo do material pré-moldado de polimero
de mamona no seio nasal de macacos-prego (Cebus apella), o remodelamento
0sseo, caracterizado por inUmeras células osteogénicas, e a inexisténcia de células
inflamatorias ou de reacdo a corpo estranho. Nos fragmentos do polimero de
mamona em meio ao tecido O6sseo neoformado, havia diferentes graus de
mineralizacdo e a presenca de fibras colagenas, que se encontravam proximas ao
local de insercéo do polimero que ndo havia sido absorvido; note-se que 0 mesmo
nao sofreu extrusdo no periodo observado. Esses autores concluiram que o implante
de polimero de mamona foi biocompativel e ndo induziu a neoformacao 6ssea.

No estudo da avaliacdo histologica qualitativa com o material implantado

Composto Osseo de Ricinus granulado no osso iliaco de coelhos, nos periodos de
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45, 70 e 120 dias, Mateus (2010) pode verificar a crescente modificacao da estrutura
inicial para a deposicdo de nova formacgdo éssea, sobressaindo fibroblastos e
abundante presenca de tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea. Esse material
foi, entdo, considerado um material biocompativel e biologicamente ativo.

Saran (2011) utilizou a andlise histolégica descritiva qualitativa para informar
a presenca ou a auséncia do processo inflamatério em cilindros moldados de
polimero de mamona aos 90, 120 e 150 dias, adotando o critério de sequéncia
biolégica do reparo do tecido ésseo. Foi possivel notar que, no periodo experimental
de 90 dias, a area estudada apresentava uma linha reversa 6ssea com espessa
camada de tecido 0Osseo neoformado, reforcando a caracteristica da
biocompatibilidade desse material.

3.3.2 Estudo Histologico — Hidroxiapatita (HAP-91)

No estudo histologico avaliado por Duarte et al. (2006) sobre o padrédo de
reparacdo 0Ossea, 0s autores puderam qualificar o tecido 6sseo neoformado e a
osteointegracdo da hidroxiapatita sintética (HAP-91 + lipossoma do tipo DRV),
obtendo-se um compédsito de hidroxiapatita absorvivel; este foi implantada no
processo alveolar da mandibula de cdes aos 8, 15, 21, 42, 60 e 120 dias de
experimento. Os resultados mostraram a presenca de particulas de HAP-91
rodeadas por um trabeculado 6sseo e areas de grande neovascularizacdo no
periodo de 42 dias. Na conclusdo do estudo, a hidroxiapatita apresentou
propriedade osteocondutora e acelerou a reparacéo tecidual 6ssea.

Vital et al. (2008) demonstraram por estudo histoldégico aos quatro, oito, 15,
30 e 60 dias de experimento, que o biomaterial hidroxiapatita (HAP-91 ) associado a
lignina no preenchimento de falha déssea experimental na tibia de coelhos néo
apresentou reacdo de corpo estranho. No oitavo dia, foi observada a presenca
desorganizada de tecido conjuntivo frouxo nas bordas das falhas 6sseas e de tecido
conjuntivo fibroso ao redor das particulas de HAP-91, além de pequena area de
neoformacédo 6ssea circundando o material. Aos 15 dias, a HAP-91 estava envolvida
por um trabeculado ésseo mais organizado, tecido conjuntivo denso e intensa
vascularizacéo; e, aos 30 dias, a falha 6ssea estava totalmente preenchida por um

trabeculado 6sseo mais organizado. Concluiram que a melhor resposta 6ssea obtida
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no preenchimento da falha 6ssea com HAP-9lassociada a lignina ficou mais
evidenciada aos 15 e 30 dias de experimento, e classificando-a como biocompativel.

Na andlise histologica descritiva de biocompatibilidade e bioconducdo do
compdsito hidroxiapatita (HAP-91) — lignina, implantado na tibia de coelhos aos oito,
30, 60, 90 e 120 dias, Martinez, Pacheco e Vargas (2009) puderam interpretar a
regeneracao tissular com base na proliferacédo e na diferenciacao celular do tecido
cicatricial, da neoformacao 6ssea. Verificaram, também, a integracdo do composto
ao novo tecido 6sseo e a maturidade do tecido ésseo neoformado, da regeneracdo
da medula éssea e da fagocitose do composto experimentado. Os resultados
mostraram que o0 tempo necessario para a regeneragdo 6ssea foi 0 mesmo para o
grupo controle, sendo um indicativo da caracteristica osteocondutora da
hidroxiapatita, que é capaz de guiar o crescimento de novo tecido 0sseo, inclusive
acima do canal medular. Concluiram, com base nos resultados histologicos, que a
HAP-91 associada a lignina se mostrou biocompativel e osteocondutora,
favorecendo a osteointegracao.

Carlo et al. (2009) avaliaram, por andlise histologica qualitativa aos oito, 45 e
90 dias de experimento, a biocompatibilidade do compdsito hidroxiapatita (HAP-91)
+ poli-hidroxibutirato (PHB) na fabricacdo de implantes reabsorviveis para a
osteossintese, tendo esse compdsito sido implantado no osso olécrano. Os
resultados histologicos mostraram a presenca de um novo trabeculado 0Osseo
entremeado por tecido conjuntivo denso vascularizado, aos oito dias; e nos periodos
de 45 e 90 dias, observou-se o aparecimento de um trabeculado 6sseo mais
organizado. Concluiram que o compdsito € biocompativel e se integra ao tecido
0sseo, associando a bioatividade da HAP-91 as caracteristicas mecanicas do PHB.

Jin Lee et al. (2010) avaliaram o efeito da hidroxiapatita, nas apresentacdes
em po6 (500-700 um) e cilindrica, sobre a osteointegracdo em defeitos tibiais de
coelhos aos 30, 45 e 60 dias de experimento. As analises histologica e morfométrica
foram realizadas pelo software de anélise de imagens (KS 300%). Nos resultados, a
integracdo do implante de hidroxiapatita ocorreu ap0s uma resposta imunologica
inicial, com a formacdo de um novo tecido 6sseo dentro do enxerto. Concluiram que
as formas em po e cilindrica da hidroxiapatita podem agir como substitutos 6sseos
nesse modelo de defeito tibial e que a hidroxiapatita em pé mostrou melhores
resultados no crescimento 6sseo em comparacdo a forma cilindrica, a qual obteve

melhores resultados em uma morfologia sustentada.
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Na avaliagdo histoldgica qualitativa da HAP-91limplantada no osso iliaco de
coelhos aos 45, 70 e 120 dias de experimento, Mateus (2010) verificou que o
material estava envolto por tecido conjuntivo sem diferenciacdo éssea, apresentando
fibras coldgenas e discreto numero de fibroblastos. Concluiu que o material HAP-91,
estudado nos periodos experimentais propostos, obteve uma crescente modificacéo
da sua estrutura inicial para a deposi¢cao de um tecido 6sseo neoformado, atribuindo
os resultados as suas propriedades de ser biocompativel e biologicamente ativo.

Notodihardjo et al. (2012) estudaram, por avaliacdo histoldgica, aos 30 dias
de experimento, o implante de hidroxiapatita (HAP) e o seu misto com a proteina
0ssea morfogenética (BMP) em medidas variaveis de tamanho de poros (entre 300 e
500 um), tendo sido aplicados em defeitos de tamanhos criticos em calvaria de
ratos. Nos achados histologicos, o grupo controle apresentava uma pequena
guantidade de osso trabecular que, gradualmente se tornava mais delgado na parte
central do defeito, visualizando-se tecido vascular. A composicao dessa formacéao
Ossea variou de células osteoblasticas para células osteoides, que foram vistas mais
na area externa do que na area interna do defeito. No grupo com HAP, foi observado
um misto de células que estavam alinhadas, em formacdes que circundavam 0s
granulos, e células mesenquimais imaturas, embora nem 0sso nem tecido
cartilaginoso fossem identificados. O tamanho dos poros de HAP dita se o
osteoblasto podera invadi-la e o tamanho apropriado para tal € de 150 a 500 pm. No
estudo, os autores concluiram que trabalhar com HAP veicula o fornecimento de um
suporte para melhorar a estabilidade estrutural e apresentar uma melhor matriz para
células de ligacdo e migracao no processo de cicatrizacdo 6ssea. Além disso, a HAP
pode agir como um carregador de BMP, e o misto de HAP com BMP provou ser uma
relacdo de sincronizacdo positiva, em termos de osteoinducdo na cicatrizacao

Ossea.

3.4 Estudo Morfométrico

Egan, Brennan e Pignolo (2012) definem a morfometria como o exame dos
tecidos com base na mensuracdo quantitativa da organizacdo e da estrutura
microscopica, usando-a para fornecer informacdes sobre a resposta celular (p. ex.:

migracdo e inflamacdo); a patologia celular (p. ex.: lesBes ateroscleroticas e
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crescimento tumoral), e os distarbios osteometabdlicos. Note-se que esses
parametros requerem dois tipos de medidas: perimetro e distancia entre os
segmentos definidos de interesse. Essas medidas basicas traduzem os indices
morfométricos primarios, incluindo volume tecidual, volume 6ésseo, volume do
osteoide e superficie de mineralizagao.

Esses autores ainda relatam que, dentre as vantagens das analises
morfométricas, ha a possibilidade de estas serem feitas com o uso do software de
reconhecimento de imagens assistidas e o desenvolvimento de uma sofisticada
abordagem para avaliar a microestrutura 6ssea. Comercialmente, ha programas
disponiveis que permitem aumentar a automacao da analise morfométrica; contudo,
esses programas podem ser caros, requerendo a compra de cameras e
computadores. Portanto, a disponibilidade, com um custo menos substancial, de um
método alternativo, que mantenha a precisdo comparavel, faria as analises
morfométricas serem prontamente mais acessiveis para 0s pesquisadores, nos
diversos campos de investigagao.

Egan, Brennan e Pignolo (2012) utilizaram os softwares Adobe Photoshop® e
Image J® para se determinar a neoformacéo 6ssea, incluindo: volume tecidual (mm?),
volume 6sseo (mm?®) e volume osteoide (um?®).

Marquezan et al. (2011) citam que a area Ossea trabecular — em vez do
conteudo mineral 6sseo fornecido pela densitometria 0ssea, como uma analise
guantitativa —, é avaliada para se ter um parametro da qualidade Ossea. Para a
analise da area dssea trabecular, os métodos histolégicos e morfométricos séo
considerados padrdes-ouro.

De acordo com Matos, Araujo e Paixao (2008), o uso de experimentos com
modelos animais para estudar a osteointegracdo mostra-se eficaz por responder a
guestdes relacionadas com a maioria dos meios efetivos para o tratamento humano,
enquanto que, com o0s estudos histolégicos, hd o fornecimento somente de
resultados qualitativos. Os autores também informam que o acervo literario sobre o
padrdao morfométrico (quantitativo) da osteointegracdo natural € escasso, ou seja,
esse parametro ndo se mostra, ainda, suficientemente estudado.

Em suas avaliacbes com a técnica de morfometria na cicatrizacdo 6ssea
fibular por modelo de osteotomia sem fixacdo, Matos, Araujo e Paixdo (2008)
fizeram andlise de trés cortes histolégicos por animal, com aumento de 200x,

determinando a area de calo 6sseo. Essa area € definida por regiées associadas a
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uma significante espessura periosteal, como, por exemplo, a area em que a
espessura do 0sso cortical tenha mais do que dobrado. As avaliagdes morfométricas
de todos os campos do microscopio foram realizadas usando-se um teste de reticula
monocular com dez linhas paralelas e 100 pontos contidos numa grade (area total:
10.500 pm?). Os referidos autores concluiram que os resultados pela avaliacdo
morfométrica mostraram-se compativeis com a consolidacdo O6ssea achada em
outros modelos experimentais que séo discutidos na literatura.

No estudo de Carvalho et al. (2010), os autores utilizaram a técnica de
morfometria 6ssea em ratas castradas e tratadas com tibolona, na avaliacdo da
microestrutura 0ssea trabecular. A analise dos cortes transversais das tibias e dos
fémures concentrou-se nas regies medular (mm?) e cortical (um). A densidade
0ssea, em porcentagem, da epifise dos condilos femorais foi realizada pelo software
ImagePro Plus 4.5., tendo sido acoplado as imagens um graticulo contendo 100
pontos. Os autores concluiram que o uso prolongado de alta dose de tibolona néo
melhora de forma significativa a qualidade 0ssea, mas houve preservacao da massa
Ossea cortical nas diafises femoral e tibial, permitindo qualificar e quantificar de
forma segura as estruturas O0sseas, e desempenhando, dessa forma, importante
papel no estudo de determinados distarbios metabdlicos e seus tratamentos.

Na avaliacdo da biocompatibilidade de nanoparticulas de hidroxiapatita no
reparo 0sseo de tibias, Gasperini (2010) descreveu o uso da analise morfométrica
das laminas histoldgicas, avaliando-as por microscopia de luz para evidenciar o
tecido 6sseo e as fibras colagenas. Essas imagens permitiram avaliacdes
gualitativas e quantitativas da regido relacionada ao local enxertado, pela analise do
software ImagePro Plus® (Media Cybernetics), para mensurar as caracteristicas do
0sso neoformado e sua interface. Na analise estatistica, utilizaram-se os softwares
GraphPad InStat 3.1 e GraphPad Prism 4.0, comparando as densidades 6sseas por
area de osso neoformado e de tecido conjuntivo na regido entre as corticais do
defeito da tibia. O estudo concluiu que o biomaterial sintetizado se mostrou
biocompativel e osteocondutor.

No experimento de Vasconcellos et al. (2010), os autores utilizaram a analise
morfométrica para avaliar a porcentagem de neoformacdo Ossea da interface
implante/tecido ésseo, calculando a quantidade de tecido désseo invaginante no
interior dos poros do implante pelo software Image J 1.4®, o qual aferiu o percentual

total da area da interface implante/tecido 6sseo. Eles concluiram pela andlise
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morfométrica que, ao aumentar a porosidade e o tamanho dos poros, ha um efeito
positivo direto na quantidade do crescimento do tecido 6sseo neoformado.

Jin Lee et al. (2010) avaliaram, em defeitos tibiais de coelhos, o efeito da
hidroxiapatita nas apresentacdes em po (500-700 pm) e cilindrica, sobre a
osteointegracdo em 30, 45 e 60 dias de experimento. A andlise morfométrica foi
realizada pelo software de andlise de imagens (KS 300%). O volume de 0sso
neoformado foi expresso em média + desvio-padrdo e a analise de variancia, pela
correcdo de Bonferroni, para avaliagdo dos grupos (p<0,05). Nos resultados, a
integracdo do implante de hidroxiapatita ocorreu apdés uma resposta imunoldgica
inicial, com a formacdo de tecido 6sseo novo dentro do enxerto. Os autores
concluiram que as formas em po6 e cilindrica da hidroxiapatita podem agir como
substitutos 0sseos nesse modelo de defeito tibial e que a hidroxiapatita em po
mostrou melhores resultados no crescimento 0sseo em comparagdo com a forma
cilindrica, a qual obteve melhores resultados em uma morfologia sustentada.

No experimento de Bastos et al. (2010), utilizando-se a técnica morfométrica
na analise da area oOssea trabecular e da cicatrizacdo 0ssea nas tibias de ratos
hipertensos aos oito dias, considerou-se importante esse estudo da hipertenséo,
pois tal quadro pode estar ligado a um aumento na mobilizacéo de calcio a partir do
0SS0, com as perdas aumentadas de célcio pelos rins, para uma ativacdo secundaria
do horménio paratireoideo. No procedimento morfométrico, todas as avalia¢coes dos
cortes histologicos centrais de cada defeito e do grupo controle foram executadas
pelo software ImagePro® (Media Cybernetics). As imagens digitais compostas foram
criadas pela combinacdo de duas pequenas imagens e esse procedimento foi
executado para permitir a visdo total do defeito e a obtencdo das imagens com
melhor nivel de aumento para as avaliagdes. A analise percentual da area Ossea
neoformada foi calculada pela neoformacdo 6ssea (mm?) dividida pela &rea total
(mm?), considerada como 100%. Os resultados mostraram que a porcentagem da
area Ossea total foi significativamente menor nos ratos hipertensos, quando
comparados ao grupo controle. Os autores concluiram, por meio desse estudo, que
o fator hipertensdo prejudica a cicatrizacdo 0ssea e reduz a area Ossea total,
indicando que os individuos com hipertensdo poderiam ser um grupo de risco para
estas desordens 0sseas.

Maiorana et al. (2011) avaliaram o efeito da osteointegracdo com o uso da

técnica morfométrica na reabsorcdo de osso cortical autdgeno, empregando
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granulos de osso bovino inorganico. Mostraram, por imagens coloridas, 0s
componentes de interesse rotulados digitalmente. As analises morfométricas
resultaram em 19,3% de osso jovem, 1,8% de osso maduro, 52,4% de tecido
conjuntivo e 47,6% na fracdo de tecido mineralizado na é&rea de interesse.
Concluiram que a técnica se mostrou pertinente a proposta do estudo.

Rokn et al. (2011) observaram, por meio de exames histologico e
morfométrico, a osteointegracao de dois tipos de materiais para enxertia. Os exames
permitiram avaliar quatro variaveis qualitativas: intensidade da inflamag&o, de acordo
com o infiltrado linfocitario ao redor do material do enxerto 6sseo (uso da grade);
presenca de reacdo de corpo estranho pela presenca de células gigantes (uso da
grade); quantidade de tecido 0sseo regenerado, analisado por imagem digital das
amostras. Nessa andlise, o software SigmaScan Pro Image 5.0 calculou o nimero
de pixels nas diferentes partes da imagem e a média do numero de pixels do 0sso
regenerado de 1 mm? de area selecionada para avaliacdo das medidas quantitativas
(formacédo 6ssea e permanéncia do material de enxertia); a outra analise variavel
verificou a permanéncia do material substituto. Concluiram que o modelo usado de
enxertia em coelhos com hidroxiapatita gerou menos tecido 6sseo quando
comparado com 0sso bovino inorganico e grupo controle, embora as diferencas na
formacéo 6ssea nao fossem significativas.

Ao avaliarem enxertos 0sseos de ceramica bifasica de hidroxiapatita e de
cimento fosfato de calcio por anélise morfométrica do reparo 6sseo, Guimaraes et al.
(2011) observaram que, nas imagens captadas pelo software ImagePro Plus®,
puderam mensurar as areas de neoformacdo 6ssea, avaliando-se, dessa forma, o
processo de evolugcdo do reparo 0sseo. Os resultados morfométricos, analisados
num conjunto de pixels das areas totais do trabeculado 6sseo neoformado,
evidenciaram que 0s grupos submetidos aos biomateriais de preenchimento 6sseo
indicam valores de areas de trabeculados Osseos superiores aos dos grupos
controle, porém sem associacao estatistica significativa entre os grupos. A analise
morfométrica utilizada permitiu detectar a presenca de 0sso no defeito e quantificar o
tamanho da area de neoformacao, concluindo que a analise quantitativa € essencial
para estudos que objetivam avaliar a efetividade de novas modalidades terapéuticas
na neoformacéo éssea.

Vilela et al. (2012) estudaram a analise morfométrica da resposta inflamatoria

e da necrose em incisivo central reimplantado de ratos tratados com baixo nivel de



23

laserterapia, de laser diodo de onda continua- InGaAIP® (Quasar Medical). O
software Imagelab® analisou, aos 15, 30 e 60 dias de experimento, a porcentagem
das &reas de reabsorcdo radicular. P6de-se notar um aumento da reabsorcdo
radicular em ambos o0s grupos no decorrer dos periodos experimentais e diferencas
estatisticamente significantes. Concluiram que diferentes parametros de laser
precisam ser testados e que é necessario, ainda, realizar estudos clinicos para se
avaliarem os efeitos dessa ferramenta terapéutica para esse particular tipo de
trauma.

No estudo sobre avaliacdo morfométrica do reparo em defeitos criticos em
calvaria de ratos, realizados com broca trefina ou instrumento piezoelétrico e
preenchidos com material de enxertia, Campista (2012) selecionou, para a analise,
trés cortes histologicos da regido central do defeito e suas imagens. As imagens
foram selecionadas com aumento 5x e analisadas pelo software Axiovision 4.8.2°
(Carl Zeiss), fazendo o delineamento da &rea total (mm?) e da area com 0sso
neoformado. Na analise estatistica, as médias (M) e os desvios-padrédo (DP) da
guantidade de osso neoformado foram descritos em porcentagem de area e
concluiu-se que, pela metodologia comparativa utilizada, ndo houve diferenca

significativa.

3.5 Estudo Densitométrico

A ‘qualidade 6ssea’ € um termo frequentemente considerado como densidade
0ssea, de acordo com Marquezan et al. (2011).

A qualidade dssea inclui aspectos fisiologicos e de ordem estrutural, além de
grau de mineralizacéo do tecido 6sseo. Aspectos de metabolismo 6sseo, maturacao,
matriz intracelular e vascularidade também tém sido enfatizados.

Na observacdo de Marquezan et al. (2011), a classificacdo mais aceita é
baseada nas quantidades de osso trabecular e cortical mostradas nas radiografias
pré-operatorias. Essa classificacdo, contudo, depende da subjetividade do avaliador
durante a avaliacdo radiografica. Um método menos subjetivo para avaliar a

gualidade 6ssea trabecular e cortical consiste em verificar a densidade mineral
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0ssea (DMO). A densitometria 0ssea € tomada como um padrao-ouro por quantificar
a DMO na Endocrinologia e na Traumatologia.

A definicdo de um quadro clinico de desmineralizacdo éssea relaciona-se com
a determinagdo da DMO, servindo como base no estabelecimento de um protocolo
terapéutico e um monitoramento dos pacientes acometidos, e contribuindo para o
prognostico de possiveis alteragdes.

A DMO é resultante de um processo dinamico de formacao e reabsor¢cédo do
tecido 6sseo, a remodelacdo. Esse processo correlaciona-se com as propriedades
mecanicas do tecido 0sseo, ocorrendo em ciclos, ao longo da vida organica
(WAINSZTEJN, 2010).

A DMO assume importancia clinica e experimental nas areas relacionadas a
saude, contribuindo com o diagnostico e 0 monitoramento seriado em doencgas
osteometabolicas, na predicdo do risco de fraturas e no auxilio nas intervencdes
cirargicas e terapéuticas, possibilitando, assim, estratégias preventivas, direta ou
indiretamente, em relacdo ao metabolismo 6sseo (RIBEIRO, 2004).

A Densitometria Optica Radiogréafica (ODR) é um dos métodos descritos para
se determinar a DMO.

A mensuracdo da densidade mineral 6ssea por meio da densitometria Optica
em radiografia permite a avaliacdo sequencial das variacdes do conteddo mineral
0sseo do esqueleto, por um método nao invasivo (WAJNSZTEJN, 2010).

Essa técnica mensura a DMO por meio de imagens radiograficas,
apresentando grande importancia na area de pesquisa cientifica e clinica, auxiliando
a compreender e avaliar o processo de mineralizacdo 0ssea com boa precisao,
reprodutibilidade, facil aplicabilidade e com reduzido tempo de execucdo. E
importante ressaltar também que, na densitometria Optica em radiografia, ndo ha a
necessidade de qualquer procedimento anestésico (RIBEIRO, 2004).

Alves e Sterman (2010), em seus estudos com a utilizacdo dessa
metodologia, mostraram a necessidade de uma padronizacdo acurada para
minimizar a variacdo dos dados obtidos, atentando-se para o tempo de exposicéo, o
filme radiografico e o posicionamento.

Assim, como meio de solucionar o problema da falta de padronizacao,
elaboraram-se um referencial densitométrico, o penetrémetro, usado em analise
guantitativa, e a cunha, para andlise qualitativa da DMO, ambos confeccionados do

material aluminio. Esse material € possuidor de uma curva de absorcdo da radiagao-
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X idéntica a do tecido 6sseo, sendo o recurso adotado por Louzada (1994) em seus
estudos para a conversdo dos valores da densidade radiografica em valores
equivalentes em milimetros de aluminio (mmAl).

Louzada (1998) e Pelissoni et al. (2003) estudaram a utilizacdo do programa
de densitometria Optica radiografica (ODR) para um melhor entendimento do
processo de reparo 6sseo nos diferentes tipos de modelos biolégicos (cdo e coelho)
e, quando comparada com os resultados histolégicos e as radiografias
convencionais, a técnica mostrou-se muito eficaz.

No experimento de Monti (2005), utilizando-se o estudo radiogréafico
densitométrico em mandibulas de suinos submetidos a osteotomia com brocas de
baixa e alta rotacdo, a técnica do ODR possibilitou a apresentacdo em cores dos
valores da densidade optica das regides osteotomizadas e das areas adjacentes, em
uma avaliacéo qualitativa da DMO. E interessante ressaltar que o resultado constitui

um referencial visual da neoformacéo 6ssea.

4 Material

4.1 Apresentacao dos Materiais—Implantes

v C.0.R* - Composto Osseo de Ricinus granulado (Figura 1). E um polimero
vegetal osteointegravel derivado do 6leo de mamona composto de pré-polimero e
poliol na concentracédo de 1:0,7 e carbonato de célcio (CaCO3) na concentracdo de
33 %, sendo apresentado comercialmente com 5g x 450 uym de granulometria. E
autorizado para uso médico pelo registro ANVISA: n° 1.03.056.9.0009. De acordo
com o fabricante, Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos Ltda., o C.O.R. granulado
€ um biomaterial usado na reestruturacao 6ssea, indicado no reparo neurocirargico,
reconstrucdo 0ssea, fixacdo de proteses, e como preenchedor de espaco 6sseo na
cirurgia ortopédica e odontolégica. Para ser empregado, os granulos devem ser

adicionados a solucao salina de NaCl (0,9%), sangue ou 0SSO €Sponjoso.
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Figura 1. Apresentacéo do Composto Osseo de Ricinus Granulado

v HAP-91** - Hidroxiapatita (Figura 2). E uma bioceramica fosfocélcica', com
apresentacdo comercial de 0,5g x 20 mesh de granulometria. E autorizada pelo
registro ANVISA n° 1.04.057.2.0001. De acordo com o fabricante, JHS Laborat6rio
Quimico Ltda (Sabara, MG), o biomaterial é utilizado no preenchimento de alvéolos
apos extracdo, na regularizacdo do rebordo alveolar, e deformidades 6sseas nas
cirurgias ortopédicas e odontoldgicas.

Figura 2. Apresentagdo da Hidroxiapatita

*Poliquil Polimeros Quimicos Ltda.,Araraquara, SP.
** JHS Laboratério Quimico Ltda., Sabara, MG.
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4.2 Animais do Experimento

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado com o protocolo n° 173/2010
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP (ANEXO A).

Foram selecionados 16 coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas,
provenientes do Biotério Central da UNESP — Campus de Botucatu, aos 90 dias de

idade e com peso medio de 2,65 kg.

5 Métodos
5.1 Grupos Experimentais

Os coelhos foram separados aleatoriamente em quatro grupos de quatro
animais. Foram alojados em gaiolas com comedouros e bebedouros individuais, e
houve o fornecimento de racdo padronizada Natural Coelhos N (Purina®? e agua
ad libitum.

Na Tabela 1, os coelhos foram identificados em grupos, conforme o periodo
de observacdo pOs-operatéria e eutanasia, 0s materiais implantados e o grupo

controle (coagulo).
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Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos conforme os periodos de observacao pos-

operatéria, os materiais implantados e o grupo controle (coagulo)

GRUPOS PERIODO MATERIAIS GRUPO
EXPERIMENTAL IMPLANTADOS CONTROLE
(DIAS)
G1 7 C.O.R./HAP-91  CONTROLE
G2 15 C.O.R./HAP-91  CONTROLE
G3 21 C.O.R./HAP-91  CONTROLE
G4 35 C.O.R./HAP-91  CONTROLE

5.2 Procedimentos Pré e Pos-operatorios

No procedimento pré-operatério, os coelhos tiveram jejum alimentar de oito
horas, precedendo a anestesia. Fez-se a tricotomia na regido a ser operada.
Materiais e campos cirargicos foram autoclavados na Autoclave Stermax. Foi
instaurada como analgesia preemptiva Sulfato de Morfina®, na dose de 1 mg.kg™ por
via intramuscular, a cada 6 horas/24 horas, e o uso de Cloridrato de Tramadol®, na
dose de 2 mg.kg? por via intramuscular, a cada 8 horas/72 horas. Como
antibioticoterapia, instaurou-se o uso de Enrofloxacina®, na dose de 1 mg.kg™ a cada
24 horas/7 dias.

Usou-se degermante Digluconato de Clorexidina a 4%° nas feridas cirtrgicas.

No décimo dia, as suturas foram removidas.

5.3 Protocolo Anestésico

Optou-se pelo uso do plano anestésico dissociativo com os agentes Xilazina'

e Tiletamina-Zolazepam?, por potencializar adequado relaxamento muscular e
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analgesia, conferindo seguranca nos periodos trans e pos-cirdrgico. De acordo com
Popilskis et al. (1991), empregou-se Xilazinana na dose de 5 mg.kg™ e Tiletamina-

Zolazepam na dose de 18 mg.kg™ por via intramuscular, na mesma seringa.

5.4 Procedimento Cirurgico

Os animais foram posicionados em decubito lateral sob colchonete térmico,
com as regides das articulagcbes femorotibiopatelares tricotomizadas. Antissepsia
com degermante Digluconato de Clorexidina a 4% e colocacao de campos cirlrgicos
fenestrados.

A técnica operatdria empregada (Figura 3) baseou-se nos seguintes tempos

cirargicos, discriminados conforme a sequéncia dos procedimentos:

o Vista medial da tibia e abordagem cirdrgica anteromedial paralela a crista
tibial na porcéo proximal da tibia, incisando pele e subcutaneo (A) e (B); e

o Dissecacao da fascia crural e afastamento dos musculos fibular longo e tibial
cranial, elevando e retraindo-os medialmente, proporcionando acesso através de
separacao muscular e elevacao subperiostal (C); e

o Gabarito e broca trefina de 4 mm de diametro externo (D) acoplada a um
micromotor de baixa rotacao (K) no gabinete odontolégico; e

o Uso de um funil torneado (E) para o preenchimento dos orificios com os
biomateriais; e

o Calcador (F); e

o Na tibia direita, foram feitos dois orificios: um preenchido com o biomaterial
Composto Osseo de Ricinus (C.O.R.) granulado e o outro para o Grupo controle,
somente com a presenca de coagulo (G); na tibia esquerda, o orificio foi preenchido
com o biomaterial Hidroxiapatita (HAP-91) (H); e

o Apdés os preenchimentos, iniciou-se o plano de sutura em padrdo continuo
entre os musculos fibular longo e tibial cranial com fio categute 3-0'(l); e

o A pele e tecido subcutaneo foram suturados em padréao simples interrompido

com fio mononylon 3-0' (J).
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Figura 3 - Fotografias ilustrando o procedimento cirdrgico na tibia: A) Vista panoramica da
regido cirargica; B) Abordagem cirargica anteromedial da epifise proximal tibial, incisando
pele e subcutaneo; C) Incisdo e separacdo dos musculos fibular longo e tibial cranial,
elevacdo e retracdo periosteal; D) Colocacdo do gabarito e trefina; E) Funil torneado para
preenchimento; F) Calcador; G) Orificio Grupo Controle (seta amarela), orificio com o
biomaterial C.O.R. (seta verde); H) Orificio com o biomaterial HAP-91(seta azul); I) Sutura
dos masculos fibular longo e tibial cranial; J) Sutura de pele; K) Instrumentais utilizados e
micromotor, e L) Gabinete odontoldgico.
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5.5Eutanasia

Os animais foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico e a anestesia
inalatéria com o agente Isoflurano®. Verificando-se que os animais estavam em
plano anestésico profundo, aplicou-se, por via cardiaca, o agente barbitarico

Tiopental Sédico', até a supresséo dos batimentos cardiacos.

5.6 Fluxograma das pecas cirargicas

ApOs as pecas cirargicas serem removidas, estas foram colocadas
separadamente e identificadas pelos grupos experimentais em recipientes com
formol a 10%. Foram, entéo, direcionadas ao Laboratorio de Biofisica da Faculdade
de Medicina Veterinaria, Campus de Aracatuba (UNESP), para a realizacdo do
procedimento radiografico.

Apoés o procedimento radiografico, as pecas cirurgicas foram encaminhadas
ao Laboratério do Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP, para a realizacao do procedimento histologico.

Concluido o trabalho histolégico, as laminas foram direcionadas para o
Laboratério de Ictiologia Neotropical do Campus da Faculdade de Agronomia de llha

Solteira — UNESP, onde se realizou a analise morfométrica.

5.7Procedimento Radiogréfico

As tibias dos quatro grupos experimentais foram colocadas superpostas num
plano médio-lateral no chassi radiografico 18x20 cm, com uma cunha de aluminio
(liga 6063, ABNT) (Figura 4). Foram radiografadas no aparelho de raios-X CRX
modelo SFH 730 (500 mA/150 kV), com a técnica radiografica (38 kV, 0,08 s e 50
mA a uma distancia de 80 cm do tubo de imagem), e reveladas na processadora
automatica Macrotec, modelo MX-2.

Apés revelacdo, as radiografias foram encaminhadas para o procedimento
densitomeétrico.
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Figura 4. Radiografia do grupo experimental G1 com as tibias superpostas e a cunha
de aluminio. No lado esquerdo, se apresentam as tibias com o biomaterial HAP-
91(seta azul); no lado direito, as tibias com o biomaterial C.O.R. (seta verde) e o
grupo controle (seta amarela).

5.8 Procedimento Histoldgico

O procedimento histolégico seguiu o protocolo empregado pelo Laboratério de
Morfologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara (UNESP) (Apéndice A).

As laminas foram analisadas e fotografadas no Fotomicroscopio Olympus
BX51 com acoplador para fotos (DP71), a fim de se observarem qualitativamente as
interacdes das interfaces tecido ésseo/materiais implantados, em comparagdao com o

grupo controle (coagulo).

5.9Procedimento Morfométrico

Nas andlises morfométricas, as imagens digitalizadas das interfaces tecido
O0sseo/materiais implantados e do grupo controle (coagulo), nos quatro grupos
experimentais, foram obtidas com a camera AxionCam MRc5® acoplada ao

microscépio AxionVision real. 4.8.2° (Zeiss).
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A captura da imagem histologica foi feita com aumento de objetiva em 5% e a
mesma foi processada pelo software AxionVision rel. 4.8.2. ®. A imagem foi salva

como TIFF (Tagged Image File Format) e utilizada pela seguinte metodologia:

a) Com o arquivo da imagem histologica aberto, procurou-se posicionar a
imagem no melhor angulo para que fossem selecionados 0s pontos entre as
extremidades corticais do defeito 6sseo; e

b) Com o recurso desse software e seu conjunto de medidas, obteve-se a
unidade de comprimento em micrédmetros (um) a ser analisada pela ferramenta
length; e

C) As medidas de comprimento dos cortes histolégicos em micrémetros (pm),
nos quatro periodos experimentais com os materiais implantados (Figura 39) e o

Grupo Controle (Figura 40), foram tabuladas e direcionadas a analise estatistica.
5.9.1 Anaélise Estatistica

Na andlise estatistica, os valores das medidas do comprimento, em
micrémetros (Um), entre as corticais 0sseas, para determinar 0 comportamento de
cada biomaterial e do grupo controle na osteointegracéao, foram submetidos ao teste
de Kruskall-Wallis, a analise de variancia ndo paramétrica e ao teste de comparacao
multipla de Dunn.

As medidas obtidas foram apresentadas pelas médias, pelos desvios-padréo
e pelas medianas.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa SAS

(Statistical Analysis System).
5.10 Procedimento Densitométrico
As imagens digitalizadas das radiografias foram armazenadas e usadas na

analise qualitativa das interacfes dos materiais implantados e do grupo controle

(coagulo) com o tecido 6sseo.
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Para o acompanhamento visual e tridimensional das imagens no processo de
osteointegracgdo, a coleta dos dados qualitativos deu-se pela incluséo de uma cunha
de aluminio (liga 6063), usada como referencial densitométrico, sendo os dados
processados pelo software analisador de imagens “ODR” inscrito no programa de
anélises numéricas MATLAB®.

O programa “ODR” forneceu imagens tridimensionais e coloridas, com o
emprego da metodologia proposta no Apéndice B.

6. Resultados

6.1 Avaliacao Clinica

ApOGs os procedimentos cirargicos, 0s animais, em suas gaiolas, se
mantiveram tranquilos, ndo ocorrendo perda de peso e as feridas cirdrgicas

mantendo-se integras.

6.2 Avaliacdo Histoldgica

6.2.1 Grupo Experimental G1 (sete dias)

6.2.1.1 Composto Osseo de Ricinus (C.0.R.) granulado

Nesse periodo, observou-se a presenca dos granulados do material envoltos
por tecido conjuntivo sem diferenciacdo 0ssea, além de uma grande quantidade de
células osteoprogenitoras iniciando a formac¢ao de um novo tecido ésseo (Figura 11).
Na Figura 12, note-se que o material estd envolto por uma grande atividade
fibroblastica. Ha também grande quantidade de células osteoprogenitoras,
ostedcitos, osteoblastos, vasos sanguineos e tecido 6sseo neoformado ao lado de

um tecido 6sseo maduro (Figura 13).
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Figura 11. Grupo Experimental G1 — C.O.R. granulado (sete dias). Presenca do material (¥)
entre as extremidades corticais 6sseas () e envolto por tecido conjuntivo sem diferenciacao
0ssea (), ocupando todo o trajeto do defeito 6sseo. H.E.

Figura 12. Grupo Experimental G1 — C.O.R. granulao (setediaé). Preéénga do material
granulado () entremeado por um grande aporte de fibras colagenas (&). H.E.
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Figura 13. Grupo Experiment G1 - C.O.R. granulado (sete dias). Material (#*) circundado
pela presenca de fibras colagenas (M) e iniimeros ostedcitos (™ ) em meio a tecido 6sseo
neoformado (). H.E.

6.2.1.2 Hidroxiapatita (HAP-91)

Nos animais desse grupo, observou-se a presenca de um feixe de tecido
conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea entre as extremidades corticais, e o material
entremeado por tecido 6sseo neoformado e tecido medular (Figura 14).
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Figura 14. Grupo Experimental G1 — HAP-91 (sete dias). Observa-se o material implantado
(%), tecido conjuntivo sem diferenciacdo Ossea ( ), tecido Osseo neoformado (%)
conjuntamente ao tecido medular em meio as corticais 6sseas ('). H.E.

Na Figura 15, evidenciou-se o material envolto por células osteoprogenitoras,
vasos sanguineos e neoformacdo Ossea, ao lado de um tecido 0sseo mais

organizado.
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Figura 15. Grupo Experimental G1 — HAP-91 (sete dias). Evidenciando a presenca do
material () entremeado ao tecido 6sseo neoformado (*#*) por vasos sanguineos (v),
osteoblastos (#) e inimeros ostedcitos (™ ) limitrofes ao tecido dsseo maduro (TM) e
imaturo (TI). H.E.

Na Figura 16, em maior aumento, observa-se o material suplantado por

células osteoprogenitoras, 0s vasos sanguineos e a neoformacao de tecido 4sseo.

- N
a ‘q, 4*4-4.9'

Figura 16. Grupo Experimental G1 — HAP-91 (sete dias). Material (*) entremeado por tecido

0sseo neoformado (*) com a presenca de inimeros ostedcitos (\“’i ), osteoblastos (£) e
vasos sanguineos (v). H.E.
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6.2.1.3 Grupo Controle

Nos animais desse grupo, o canal medular é ocupado por tecido conjuntivo
sem diferenciacao 6ssea e ha formacdo de um trabeculado 6sseo pouco espesso e

desorganizado (Figura 17).

Figura 17. Grupo Experimental G1 — Grupo Controle (sete dias). Loja cirtrgica ocupada por
extensa area de tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea ( ) e a presenca de um
trabeculado 6sseo imaturo e desordenado (). H.E.

Em maior aumento da regido do defeito 6sseo, evidenciou-se a presenca de
fibras colagenas com inumeros fibroblastos e células osteoprogenitoras, com a
formacdo de um novo tecido 6sseo (Figura 18); ao lado do tecido 0sseo pouco

organizado, nota-se um tecido 6sseo mais organizado.
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Figura 18. Grupo Experimental G1 — Grupo Controle (sete dias). Em maior aumento,
evidencia-se grande quantidade de tecido conjuntivo sem diferenciacdo Ossea ( ) e

formac&o de tecido 6sseo pouco organizado () ao lado de tecido 6sseo maduro (T™). H.E.

6.2.2 Grupo Experimental G2 (15 dias)

6.2.2.1 Composto Osseo de Ricinus (C.0.R.) granulado

Nesse periodo, observou-se a neoformagdo 6ssea com um grande aporte de
tecido conjuntivo sem diferenciagdo 0ssea, entremeado ao material granulado, se
dirigindo para o centro do defeito (Figura 19). Na Figura 20, observa-se, em maior
aumento, o material granulado envolto por grande quantidade de ostedcitos,

osteoblastos, vasos sanguineos e um aporte de fibras colagenas.
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Figura 19. Grupo Experimental G2 — C.O.R. granulado (15 dias). Evidencia-se 0 material
granulado (#) entremeado a tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea () e a uma nova

formacao tecidual 6ssea (*) entre as corticais 6sseas ('). H.E.

Figura 20. Grupo xperimental G2 - C.O.R. granulado (15 dias). Em maior aumento,
observa-se o material (*) circundado por fibras colagenas (4M), inimeros osteoblastos (#),
ostedcitos (™ ) e a presenca de vasos sanguineos (v). H.E.
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6.2.2.2 Hidroxiapatita (HAP-91)

Nesse periodo, se observa a presenca de uma neoformacdo Ossea da
periferia da cortical 6ssea para o centro do defeito 6sseo. O material esta circundado
por uma grande quantidade de tecido conjuntivo sem diferenciacdo éssea (Figura
21).

A
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Figura 21. Grupo Experimental G2 — HAP-91 (15 dias). Presenc¢a do material (*) ocupando a
loja cirargica e entremeada por tecido conjuntivo sem diferenciacdo Ossea () com
formacéo de tecido 6ésseo neoformado (#) adjacente as cortical 6ssea (#). H.E.

Em maior aumento da Figura 22, o tecido conjuntivo sem diferenciacdo 0ssea
encontra-se repleto de vasos sanguineos, osteoblastos, fibroblastos e tecido 6sseo

imaturo.
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Figura 22. Grupo Exper—imental G2 — HAP-91 (15 dias). Observa-se residuos do material .(*)
envolvidos por tecido conjuntivo sem diferenciacdo 0Ossea ( ), vasos sanguineos (v),
inimeros osteoblastos (#) e ostedcitos (> ) na matriz 6ssea imatura (Mi). H.E.

Notam-se, na Figura 23, residuos do material na presenca de feixes de fibras
colagenas com um grande aporte de células osteoblasticas, fibroblasticas e
ostedcitos inclusos no novo tecido ésseo.
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Fgra 23. Grupo xperimental G2 — HAP-91 (15 dis). Em méior aumento nota-se rel’duos
do material (%) entremeado com grande quantidade de vasos sanguineos (v), fibras
colagenas (4), ostedcitos (™ ), osteoblastos (), fibroblastos (O) e tecido 6sseo

neoformado (*). H.E.

6.2.2.3 Grupo Controle

Nesse periodo, observou-se que, nesse grupo, ha um direcionamento de
formacéo aparentemente trabecular pouco espessa e a presenca conjunta de tecido
medular e tecido conjuntivo sem diferenciagéo 6ssea (Figura 24). Em maior aumento
dessa figura, visualiza-se um grande aporte de fibras coldgenas com as células
fibroblasticas entremeando o tecido medular com a neoformacgéo éssea, sendo que

esta se encontra repleta de células osteoblasticas e de ostedcitos (Figura 25).



47

Figura 24. Grupo Experimental G2 — Grupo Controle (15 dias). Evidenciam-se areas de
tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea ( ) com esparsas formacdes de um trabeculado
6sseo desorganizado (**) em meio as corticais 6sseas (#). H.E.

Figura 25. Grupo Experimental G2 — Grupo Controle (15 dias). Em maior aumento,
evidencia-se grande quantidade de tecido conjuntivo sem diferenciacdo Ossea ( ),
osteoblastos (#), ostedcitos (> ) difundidos em tecido 6sseo neoformado pouco
organizado (). H.E.
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6.2.3 Grupo Experimental G3 (21 dias)

6.2.3.1 Composto Osseo de Ricinus (C.0.R.) granulado

Nesse periodo, evidenciou-se maior quantidade de aposicdo Ossea entre o
material granulado e sobressairam-se areas intergranulares com tecido conjuntivo
sem diferenciacdo 6ssea (Figura 26). Na Figura 27, em maior aumento, observou-se
gue o tecido 6sseo neoformado é rico em osteoblastos e ostedcitos, entremeando o

material e areas com tecido conjuntivo fibroso.

Figura 26. Grupo Experimental G3 — C.O.R. granulado (21 dias). Observa-se o material
granulado (*) entre as extremidades corticais 6sseas (') entremeado com uma maior
quantidade de tecido 6sseo neoformado (%) e tecido conjuntivo sem diferenciacdo 0ssea
(). HE.
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Figura 27. Grupo Experimetal G3 — C.O.R. granulado (21 dias). Nota-se neste aumento,
fragmentos do material (*) circundado por fibras colagenas (), fibroblastos (O),
osteoblastos (), ostedcitos (= ) e tecido 6sseo neoformado (**). H.E.

6.2.3.2 Hidroxiapatita (HAP-91)

Nesse grupo, observa-se a presenca de um tecido 6ésseo mais organizado
comunicando-se com as extremidades das corticais 0sseas (Figura 28). Na Figura
29, evidencia-se pouca permanéncia do material em meio as células
osteoprogenitoras. Em maior aumento, observa-se pouca quantidade do material e a
presenca de tecido conjuntivo sem diferenciagdo 0ssea em seu interior, além de um

grande aporte de células osteoprogenitoras (Figura 30).
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Figura 28. Grupo Experimental G3 — HAP-91 (21 dias). Observa-se o material (*) em meio
a um trabeculado 6sseo mais desenvolvido (). H.E.

~ g " 0 .
Figura 29. Grupo Experimental G3 — HAP-91 (21 dias). Observa-se residuos do material
(%), ostedcitos (= ), osteoblastos (#) em meio a um tecido 6sseo neoformado e pouco

organizado (*), e ao lado de um tecido 6sseo mais organizado (). H.E.
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Figura 30. Grupo Experimental G3 — HAP-91 (21 dias). Residuos do material (%), fibras
colagenas (a), ostedcitos (= ) e osteoblastos (#) em meio ao tecido 6sseo neoformado
(). H.E.

6.2.3.3 Grupo Controle

Nesse periodo, evidencia-se grande quantidade de tecido conjuntivo sem
diferenciacao 6ssea e conteudo medular entre as corticais 6sseas (Figura 31). Em
maior aumento, ha tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea e conteudo medular

com a presenca de intensa atividade fibroblastica (Figura 32).



Figura 31. Grupo Experimental G3 — Grupo Controle (21 dias). Evidenciando grande
deposicdo de tecido conjuntivo sem diferenciacao 6ssea () entre as extremidades corticais
6sseas (). H.E.

Figura 32. Grupo Experimental G3 — Grupo Controle (21 dias). Imagem da figura anterior em
maior aumento evidenciando tecido conjuntivo sem diferenciagcdo Ossea ( ) e fibras
coldgenas () ao lado de tecido 6sseo maduro (Tm). H.E.
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6.2.4 Grupo Experimental G4 (35 dias)
6.2.4.1 Composto Osseo de Ricinus (C.0.R.) granulado
Nesse periodo, a area implantada encontra-se mais enriquecida de uma

neoformacdo Ossea, mantendo-se com um grande aporte de fibras colagenas
(Figura 33).

Figura 33. Grupo Experimental G4 — C.O.R. granulado (35 dias). Evidencia-se pouca
guantidade do material granulado (*) entre as extremidades corticais 6sseas () e envolvido
conjuntamente por tecido conjuntivo sem diferenciagéo 0ssea ( ), fibras colagenas (4) e
tecido 6sseo maduro (). H.E.

Em maior aumento, observa-se o material granulado envolvido por um aporte
de fibras colagenas com intensas atividades fibroblastica e osteoblastica, e a

presenca de um novo tecido 6sseo (Figura 34).
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Figura 34. Grupo Experimental G4 — C.O.R. granulado (35 dias). Evidencia-se material (%)
envolvido por tecido 6sseo neoformado (%) com grande quantidade de osteoblastos (#),
ostedcitos (= ), fibras colagenas (4) e fibroblastos (O). H.E.

6.2.4.2 Hidroxiapatita (HAP-91)

Nesse periodo, as corticais 6sseas do defeito 6sseo encontram-se unidas por
um tecido 6sseo maduro; e ha pouca permanéncia do material (Figura 35).



Figura 35. Grupo Experimental G4 — HAP-91 (35 dias). Loja cirdrgica mostrando pouca
quantidade do material (%) envolto por um trabeculado 6sseo mais organizado (**). H.E.

Em maior aumento, encontram-se residuos do material em meio ao tecido
0sseo mais organizado e a presenca de células osteoblasticas circundando as
esparsas formacodes trabeculares (Figura 36).

Figura 36. Grupo Experimental G4 — HAP-91 (35 ias). Evidencia-se em maior aumento,
pouca quantidade do material (%), um grande aporte de células osteécitos (™ ) em um
tecido 6sseo mais organizado (**). H.E
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6.2.4.3 Grupo Controle

Na loja cirtrgica ainda se observa resquicios de tecido medular (Figura 37).

Observa-se, nesse periodo, em maior aumento, o estreitamento do defeito
0sseo preenchido por tecido medular em meio as corticais 0sseas; ressalta-se,
ainda, a presenca de fibras colagenas e vasos sanguineos, e um grande aporte de

células osteoblasticas (Figura 38).

Figura 37. Grupo Experimental G4 - Grupo Controle (35 dia). Evidencia-se grande
quantidade de tecido medular (**) envolto pelas corticais 6sseas (’). H.E.
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Figra 38. rupo EXperimentaI G4 — Grupo Controle (35 das). Imagem da figura anterior em
maior aumento evidenciando o estreitamento das corticais 6sseas (3) com a presenca de
tecido conjuntivo sem diferenciacéo 6ssea () e tecido medular (**). H.E.

6.3 Avaliacdo morfométrica

Aquisicdo das medidas de comprimento em (um) nos quatro periodos

experimentais.
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Figura 39. Biomaterial C.O.R. granulado (A) e HAP-91 (B) com suas unidades de
comprimento (um) entre as corticais 6sseas em G2.
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Figura 40. Aquisicdo da unidade de comprimento em micrémetros (um) entre as corticais
0sseas do Grupo Controle (codgulo) em G4.

Os valores quantitativos das medidas de comprimento em micrémetros (um)

das médias (X), os desvios-padrao (S) e as medianas (Md) entre as corticais 0sseas

dos defeitos 6sseos com os materiais implantados e o Grupo Controle (coagulo), nos

guatro periodos experimentais, descrevem o fator de osteointegracdo e estédo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Média (X), desvio-padréo (S) e mediana (Md) do comprimento (um) entre

as corticais 6sseas.

Controle Biomaterial C.O.R. granulado Biomaterial HAP-91
Grupo
X+S Md X+S Md X+S Md
G1 2636,00 +94,82 2664,56b 3616,67 +50,50 3613,16 *a 2411,07 +92,48 2394,85 *a

G2

G3

G4

3166,90 *+ 65,28
1669,39 + 87,12

1103,30 + 87,84

3164,74a 2621,55 *+ 20,83
1652,84 ¢ 2129,00 *+ 37,45

1097,22d 1940,81 + 47,64

2598,41 *b
2089,89 *c

1940,82 *c

2358,77 £ 70,07 2354,78 *a

2098,64 + 61,85 2098,04 *b

* diferenca significativa em relacéo ao controle (P < 0,05).
®medianas seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem entre si (P < 0,05).
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6.4 Avaliacdo densitométrica

As radiografias foram analisadas qualitativamente nos quatro grupos
experimentais pelo software ODR; com isso, obtiveram-se as imagens das areas de
estudo por meio das imagens originais conforme mostrado no apéndice B.

Na figura 41 sdo mostradas as imagens digitalizadas das tibias esquerda com
o biomaterial HAP-91 e direita com o biomaterial C.O.R. granulado e Grupo Controle
(coagulo), e a barra colorida como referencial a cunha de aluminio no grupo

experimental G1.

Figura 41. Obtencédo das imagens tridimensionais e coloridas do grupo experimental G1 das
tibias esquerda com o biomaterial HAP-91 e direita com o biomaterial C.O.R. granulado
(seta verde) e Grupo Controle (seta amarela).
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7. Discussao

Busca-se, na escolha de um biomaterial, que este fundamente o seu uso na
correcao de defeitos 0sseos, em que possa gerar e harmonizar um meio propicio
aos componentes celulares capazes de atuar na osteointegracao. O presente estudo
detalha essa interacdo por meio das avaliacdes histolégica e morfométrica, e pelo
acompanhamento das imagens tridimensionais e coloridas.

Uma das metas da area cirargica na implantacdo de um biomaterial e pré-
requisito para o sucesso clinico de sua implantacéo, € que o0 mesmo provenha uma
fixacdo estavel e elimine os riscos de complicacdo, p. ex.. em uma cirurgia
reconstrutiva.

Neste estudo, o uso dos dois biomateriais implantados alcancou o0 sucesso
clinico pela demonstracdo dos resultados com as analises empregadas, obtendo
uma resposta muito favoravel em relagéo a osteointegragao.

O estudo histolégico validou sua aplicacdo ao ser utilizado na determinacao
gualitativa de um relativo nimero de tipos celulares e componentes da matriz
extracelular ao redor dos biomateriais implantados. Essa validagdo mostra-se em
concordancia também com as definicbes de Ripamonti e Duneas (1996), quando
definem que a capacidade de osteointegracdo nao se limita as propriedades
exclusivas da composicdo quimica dos biomateriais, mas depende também das
caracteristicas fisicas, como tamanho, forma e quantidade de particulas, e presenca
e tamanho de poros.

Observou-se, por essas avaliacfes, que os dois biomateriais influenciaram
positivamente a neoformacéo 0ssea dos defeitos criados experimentalmente.

O desempenho dos dois biomateriais foi marcado, desde o primeiro periodo
experimental, pela angiogénese e pela formacdo de um tecido 6sseo imaturo, 0s
guais forneceram um substrato para o crescimento, a diferenciacdo e a deposicao
da matriz 6ssea extracelular pelas células osteoprogenitoras.

Pérez-Sanchez et al. (2010) definiram os trés principais componentes de um
projeto, na engenharia de tecidos: as células para a osteogénese; a matriz
extracelular para a osteoconducdo, e um sistema de sinalizacdo para a

osteoinducao, os quais podem ser usados individualmente ou em combinacéo.



62

Em todos os periodos experimentais avaliados, foi observado maior nimero
de fibroblastos, osteoblastos e ostedcitos, quando comparados ao grupo controle.

No primeiro periodo experimental, em G1, observaram-se, no Grupo Controle
e nos biomateriais implantados, macrdéfagos e linfocitos como sendo células
normais, fazendo referéncia a um processo inflamatério comum. Ramalho et al.
(2004) referenciaram a presenca de macréfagos e linfocitos como sendo Uteis no
processo de degradacdo do material implantado, liberando substancias capazes de
atrair as células mesenquimais ao local do defeito 6sseo.

O C.O.R. granulado mostrou-se, neste estudo, um adequado biomaterial no
preenchimento do defeito 6sseo criado experimentalmente. A substituicdo dos seus
granulos por um novo tecido 6sseo deu-se pelos mesmos estarem entremeados por
componentes osteogénicos e pela continua e gradativa neoformacdo Ossea
apresentada nos quatro grupos experimentais. Estes resultados confirmam os
achados de Ramalho et al. (2004).

No primeiro grupo experimental, G1, periodo correspondente aos sete dias
decorridos da implantacdo do material C.O.R. granulado, p6de-se observar que o
material estava envolto por uma grande quantidade de tecido conjuntivo sem
diferenciacdo 0ssea e 0 mesmo ocorrera no grupo controle; esse tecido conjuntivo
teve, como funcdo principal, constituir uma estrutura de suporte para 0S vasos
sanguineos, desempenhando um importante papel na nutricdo e na defesa das
células em geral.

Nesse mesmo periodo experimental, os resultados sdo compartilhados com
0s achados de Calixto et al. (2001), em que se pdde observar o material granulado
de polimero de mamona AUG-EX envolto por tecido de granulacdo e a presenca de
trabéculas 6sseas imaturas nas extremidades de suas superficies.

O mesmo ocorreu no segundo periodo experimental, aos 15 dias, quando se
notou a presenca de uma quantidade maior de tecido 6sseo neoformado entre e ao
redor dos granulados. Verificou-se, também, que o indice do reparo tecidual 6sseo
deu-se pela ativacdo dos osteoblastos, originando os fibroblastos na sintese da
matriz 6ssea e formando um trabeculado Osseo imaturo (osteoide), que foi
gradativamente mineralizado pela deposicdo de calcio na forma de cristais de
hidroxiapatita. Com os resultados histolégicos e morfométricos, Calixto et al. (2001)
mostraram também que o material, na apresentacdo floculado, é biocompativel e

com capacidade de certo grau de osteointegracao.
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No periodo experimental seguinte, aos 15 dias (G2), o biomaterial C.O.R.
granulado estava munido de um grande aporte de células fibroblasticas, sendo estas
as células mais abundantes nos tecidos conjuntivos. Essas células sdo também
responsaveis pela manutencao da estrutura desse tecido, produzindo todos os tipos
de fibras proteicas, glicoproteinas, que sdo componentes da matriz extracelular.

As células fibroblasticas, por contribuirem efetivamente para o processo de
cicatrizacao tecidual 6ssea, fazem com que a lesdo esteja envolta por uma rede de
fibroblastos e por pequenos vasos sanguineos.

Fazendo também parte do fundamento de células osteoprogenitoras desse
tecido, no grupo experimental G2, o biomaterial C.O.R. granulado e o grupo controle
achavam-se circunscritos por células osteoblasticas e inumeros ostedcitos,
presentes em todas as fases do processo de osteointegracdo, sendo que essas
células foram direcionadas para a formacéo de um novo tecido ésseo. Tais células,
osteoprogenitoras, também ocorreram nos periodos experimentais aos 15 e 30 dias
no estudo de Ramalho et al. (2004), em que o material polimérico, na apresentacao
de um bloco pré-polimerizado, estava envolto por fibras colagenas, fibroblastos e
vasos sanguineos; os autores relataram que a osteointegracdo do material ocorreu
pela deposicao inicial de uma matriz osteoide ndo mineralizada para um tecido
0sseo lamelar.

No grupo experimental G2, aos 15 dias de experimento, os resultados obtidos
com o uso do C.O.R. granulado apontavam uma grande quantidade de ostedcitos,
além de sobressair uma intensa atividade fibroblastica, cuja funcéo envolvia o papel
de sintese das fibras coladgenas na manutencdo da estrutura do tecido conjuntivo.
Esses dados divergem dos resultados obtidos por Nacer (2009), no uso de uma
biomassa de poliuretana de mamona na forma de bloco pré-fabricado, em que se
apresentava pequena atividade fibroblastica e a formacdo de uma matriz 6ssea
imatura, em razao da auséncia de osteocitos.

No grupo experimental G3, com o biomaterial C.O.R. granulado, houve a
presenca de tecido conjuntivo fibroso entremeando o implante, 0 mesmo achado por
Nacer (2009) aos 15 dias de experimento, que relata ser esta uma caracteristica
natural dessa fase de regeneracdo. Essas caracteristicas coincidem com o0s
achados histolégicos, nesse mesmo periodo de observacéo, no estudo de Ramalho
et al. (2004). Eles puderam observar a presenca desse tecido ao redor do implante

de polimero de mamona, o qual promovia a continuidade de um tecido 0sseo
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neoformado, constituido de fibras colagenas, fibroblastos, capilares sanguineos e
alguns macroéfagos, ndo os associando, contudo, com células inflamatérias.

No grupo experimental G4, o biomaterial C.O.R. granulado apresentava-se
munido de células osteoprogenitoras, com intensa atividade fibroblastica e formacgéo
de um tecido 6sseo mais organizado. Esses resultados vém ao encontro dos
achados de Nacer (2009) nesse mesmo periodo, em que se apresentava uma maior
guantidade de aposicdo 6ssea nas margens e no interior do defeito, e a presenca de
ostedcitos aprisionados na matriz 6ssea, indicando a maturacao do tecido 6sseo
neoformado. O autor ndo observou atividade fibroblastica préxima a area do material
implantado ou mesmo na regido de aposi¢cao 6ssea.

A apresentacdo granulada do Composto Osseo de Ricinus favoreceu a
neoformacdo é6ssea, sendo os granulos entremeados por tecido conjuntivo sem
diferenciacdo 6ssea e um grande aporte de fibras colagenas. Este relato vai ao
encontro dos resultados obtidos nos estudos de Borges et al. (2007).

Aos 35 dias, no grupo experimental G4, a regido com o biomaterial
implantado C.O.R. granulado encontrava-se mais enriquecida de células
osteoprogenitoras e fibras colagenas, além de intensas atividades fibroblasticas e
osteoblasticas, inerentes a presenca de um novo tecido 6sseo.

Conjugar os resultados obtidos do estudo histolégico com o procedimento
morfométrico possibilitara elaborar parametros mensuraveis da interacdo de cada
biomaterial implantado com o tecido 6sseo, atribuindo esses valores ao fator de
osteointegracdo. Albertin (2004) também definiu, pelos seus estudos, que o0s
resultados morfométricos expressam a quantidade de tecido 6sseo e as taxas de
formacédo e reabsorcédo 6ssea. Marzouk et al. (2007) e Eski et al. (2007) relatam a
importancia desse tipo de andlise quantitativa nos estudos que objetivam avaliar e
subsidiar a efetividade de uma nova modalidade terapéutica, no acompanhamento
da neoformacéo Ossea.

Egan, Brennan e Pignolo (2012) constataram, ainda, em seus estudos, que as
vantagens das analises morfométricas residem na possibilidade de estas serem
feitas com o uso do software de reconhecimento de imagens assistidas e no
desenvolvimento de uma abordagem mais acurada para se avaliar a microestrutura
ossea.

O comportamento do biomaterial implantado C.O.R. granulado, na avaliacéo

da osteointegracdo pelo estudo morfométrico, foi expresso pelas medidas de
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comprimento em micrébmetros (um) entre as extremidades corticais 6sseas,
representando valores em meédias, desvios-padrdo e medianas. Esses dados foram
submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis, sendo o mesmo teste empregado
no estudo de Nacer (2009), em que se quantificou a presenca de neoformacéo
0ssea e de células osteoprogenitoras.

Com o objetivo de facilitar a compreenséo dos resultados obtidos durante esta
analise estatistica, este estudo fez a comparacao dos biomateriais com o Grupo
Controle e comparou a progressao de cada biomaterial e do Grupo Controle com os
seus respectivos periodos experimentais.

A partir dos resultados das medianas (Md) obtidos com o biomaterial C.O.R.
granulado, nota-se que, entre os periodos experimentais G1 e G2, as Md diferem
estatisticamente entre si, ndo sendo essa diferenca significativa estatisticamente nos
grupos G3 e G4. Nos quatro grupos experimentais estudados, os valores das Md,
comprimentos em micrémetros (Um), mostraram uma diminuicdo progressiva,
denotando o indice de osteointegracdo pela aproximacao das corticais 0sseas. Os
indices morfométricos comparativos entre o Grupo Controle e o biomaterial C.O.R.
granulado diferiram significativamente.

A avaliacdo densitométrica qualitativa apresentada neste trabalho foi o
recurso utilizado para que se pudesse ter uma informacdo visual de uma imagem
tridimensional e colorida no referencial qualitativo dos niveis de densidade mineral
0ssea, e obter uma resposta detalhada da interacdo dos biomateriais implantados
com o leito receptor. Rahal et al. (2002) relataram e constataram que o estudo
densitométrico qualitativo fornecido por um sistema computadorizado daria uma
maior preciséo na leitura da densidade éptica das imagens radiograficas, analisando
a cunha de aluminio automaticamente, linha por linha, e criando, dessa maneira, um
banco de dados relativos a densidade éptica (niveis de cinza) versus espessura da
cunha de aluminio.

As imagens provenientes desta avaliagcdo aparecem em relevo, denotando a
transformacdo dos valores em pixel para valores expressos em equivalentes de
aluminio e em cores.

Com o recurso do software MATLAB®, as imagens podem ser vistas por
varios angulos. Nessas imagens tridimensionais e coloridas, sdo mostrados 0s eixos

X e 'Y, que correspondem aos pontos das imagens originalmente digitalizadas, e os
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eixos Z, que correspondem aos valores da densidade expressos em milimetros de
aluminio.

Essas imagens tridimensionais e coloridas podem ser utilizadas para
evidenciar e avaliar o processo de osteointegracdo. Essa definicdo vai ao encontro
dos preceitos de Monti (2005) acerca das imagens radiograficas digitalizadas, as
quais possibilitam, pela orientacdo espacial, a busca de uma nova imagem
diagnéstica.

Na avaliacdo densitométrica qualitativa, a aplicacdo dessa técnica pdde
demonstrar, no primeiro periodo experimental, aos sete dias, com o0 biomaterial
implantado C.O.R. granulado e o Grupo Controle (coagulo), os defeitos 6sseos pela
tonalidade da cor azul, representados entre os nimeros 5 e 10 da barra colorida
usada como referencial reproduzido a partir da espessura da cunha de aluminio
(Figura 9).

Ao monitorar o biomaterial C.O.R. granulado e o Grupo Controle (coagulo) no
grupo experimental G3, aos 21 dias, notaram-se diferencas visuais de um
preenchimento de coloracdo de um azul escuro para uma coloracdo esverdeada
mais clara, apresentando variacdo entre 10 e 15 na barra colorida (Figura 10). A
partir desses dados, € possivel interpretar que houve um aumento do fator de
osteointegracao.

Leonel et al. (2004) acordam que os biomateriais, tanto a hidroxiapatita como
certos polimeros, promovem a neoformacdo Ossea através do processo de
osteoconducdo, apresentando a capacidade de conduzir ou direcionar a
neoformacédo 6ssea sobre e entre a estrutura do material implantado.

Os resultados obtidos por meio da avaliacdo histolégica com o biomaterial
HAP-91 no grupo experimental G1, aos sete dias, mostraram sua estrutura fisica
envolta por uma grande quantidade de tecido conjuntivo sem diferenciacdo éssea,
estando entremeado por tecido 6sseo neoformado e tecido medular. A angiogénese,
conjuntamente com as células osteoprogenitoras, faziam-se presentes para a
formacdo de um novo tecido 6sseo mais organizado. Esses achados contradizem os
resultados obtidos por Duarte et al. (2006), os quais relataram que o material
hidroxiapatita inibe inicialmente a formacdo de uma matriz 0Ossea, quando

implantada em processo alveolar da mandibula de caes.
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O mesmo resultado n&o ocorreu no estudo de Borges et al. (2006) sobre a
osteointegracdo da HAP-91+lipossoma do tipo DRV em defeito 6sseo provocado no
processo alveolar mandibular em cées, ndo havendo a formagdo de matriz 4ssea.

Em G2, o sentido da neoformacdo Ossea nesse periodo era centripeto,
estando o biomaterial HAP-91 circundado por uma grande quantidade de tecido
conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea, e mantendo-se essa estrutura para que 0S
componentes celulares osteoprogenitores elaborassem um tecido 6sseo mais
organizado. Nesse periodo experimental, 15 dias, residuos do biomaterial
encontravam-se na presenca de feixes de fibras coladgenas e envoltos por uma rede
de células fibroblasticas e osteoblasticas, e uma grande quantidade de ostedcitos,
células estas direcionadas para a formacdo de um tecido 6sseo maduro. Nos
periodos experimentais seguintes, aos 15 e 21dias, Borges et al. (2006) observaram
gue as particulas de hidroxiapatita estavam rodeadas por um trabeculado 6sseo
neoformado e grande quantidade de osteoblastos, concluindo que o material
revelara-se osteocondutor e biocompativel.

Aos 15 dias do periodo experimental no estudo de Duarte et al. (2006), o
defeito 6sseo com o material hidroxiapatita sintética, no inicio do experimento, aos
oito dias, constituia-se de um material amorfo, acelular, passara entédo a ser rodeado
por um tecido 6sseo neoformado, permitindo o inicio da osteointegracdo. Foram
encontradas em outras amostras do material implantado, nesse mesmo periodo
experimental, particulas de hidroxiapatita rodeadas apenas por tecido fibrovascular,
caracterizado como precursor da formacéo de um novo tecido 6sseo. Ao comparar o
grupo tratado com o Grupo Controle, Duarte et al. (2006) puderam perceber que, a
partir do 15.° dia do periodo experimental, houve a formacdo de tecido 0Osseo
imaturo com intensa atividade osteoblastica e angiogénese, com a presenca do
material hidroxiapatita.

No grupo experimental G3, foi observada a presenca de tecido conjuntivo sem
diferenciacdo 6ssea no interior do material HAP-91 e um grande aporte de células
osteoprogenitoras, denotando um tecido ésseo mais organizado.

No periodo experimental de 35 dias, grupo G4, as extremidades corticais
0sseas se uniram pela continuidade de um tecido 6sseo maduro e encontravam-se
residuos do biomaterial circundados por um trabeculado 6sseo bem desenvolvido.

Na avaliacdo morfométrica com o biomaterial HAP-91, os resultados das

medianas (Md) apresentados nos grupos experimentais G1 e G2 nao se diferiram
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estatisticamente entre si, havendo o inicio de uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos experimentais G2 e G3. No grupo G4, periodo
experimental de 35 dias, ndo houve apresentacao de resultados em virtude da uniao
das corticais 6sseas. Os indices morfométricos comparativos entre o Grupo Controle
(codgulo) com o biomaterial HAP-91 nos quatro grupos experimentais estudados
apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

Estatisticamente, o Grupo Controle (codgulo) mostrou valores de medianas do
comprimento em micrometros (um) diferindo entre si nos quatro grupos
experimentais estudados.

Na avaliacdo densitométrica qualitativa com o biomaterial HAP-91, a Figura
11 ilustra que, para o primeiro periodo experimental, aos sete dias, o biomaterial
apresentou, no defeito 6sseo, tonalidades de cores, mesclando do esverdeado ao
amarelo, valores numéricos referenciados da barra colorida entre 15 e 22. Essa
alternancia de cores da-se pela composicao fisica do biomaterial a absorcédo da
radiacao.

A visualizacdo, por outro angulo, da imagem tridimensional e colorida no
grupo experimental G3 com o biomaterial HAP-91 (Figura 12) mostra a alternancia
de cores entre o amarelo e o vermelho, situando os valores numéricos entre 15 e 32.
Nota-se, em mindcia, no centro do defeito, a cor esverdeada, realcando a
semelhanca de tonalidade com a cortical 6ssea.

Este estudo mostrou que, para se avaliarem dois biomateriais com
apresentacdes comerciais e propriedades quimicas e fisicas diferentes pela técnica
densitométrica, se faz necessario um acervo imagiolégico de cada biomaterial
implantado. Com tal aparato, detalhar-se-d8o0 as suas interacdes com o tecido
biolégico estudado no processo de osteointegracao.

No entanto, o programa de Densidade Optica Radiografica (ODR) permitiu
uma andlise com maior alcance, na medida em que possibilitou realcar a
apresentacdo dos valores qualitativos dos niveis de densidade mineral 6ssea em

cores de cada biomaterial implantado e do Grupo Controle.
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8. Concluséo

Nesse experimento, os dois biomateriais implantados no tecido 6sseo e
monitorados pelos estudos histol6gico, morfométrico e densitométrico referenciaram-
se como biologicamente ativos e biocompativeis, mostrando ser efetivamente
promissores como substitutos 6sseos quando aplicados na éarea cirdrgica
reconstrutiva.
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FONTES DE AQUISICAO

a. Natural Coelhos - Purina®- AGRO VEIGA - Aracatuba, SP.

b. Sulfato de morfina!™™ - DOLO MOFF - Ativa Comercial Hospitalar
Ltda. Ribeirdo Preto, SP. Brasil.

c. Cloridrato de tramadol®™™ - TEUTO - Ativa Comercial Hospitalar
Ltda. Ribeiréo Preto, SP.

d. Baytril 5%® - BAYER do Brasil.

e. Riohex 4% - Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda. S&o José do Rio
Preto, SP.

f. Cloridrato de xilazina - Virbaxyl — VIRBAC do Brasil.

g. Zoletil 50°- VIRBAC do Brasil. Sdo Paulo, Brasil.

h. Solucdo isoténica Cloreto de sodio a 0,9% - Glicolabor Industria
Farmacéutica Ltda. Ribeiréo Preto, SP.

I. Catugut 3-0 - SHALON - Cremer S.A. Sao Paulo, Brasil.

j. Nylon 3-0 - BRASUTURE - Cremer S.A. Sao Paulo, Brasil.

100 ml

k. Isoflurano - Isoforine
Ribeirdo Preto, SP.

- Cristalia - Ativa Comeércio Hospitalar Ltda.

|. Tiopental sédico — Thiopentax %° 9 - Ativa Comércio Hospitalar Ltda.
Ribeirdo Preto, SP.



ANEXO A — Certificado da Comisséo de Etica em Experimentacio

Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO =
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n°® 173/2010, sobre o projeto intitulado “Avaliagdo do
composto ésseo de Ricinus granulado (C.O.R.) e hidroxiapatita sintética
ﬁa osteointegra¢do em coelhos. Estudo histolégico, histomorfométrico e |
densitométrico”, sob a responsabilidade do Professor Doutor Gilberto |
Orivaldo Chierice estd de acordo com os Principios Eticds na
Experimentagio  Animal adotado  pelo | Colégio Brasileiro ~de
Experimentagio Animal (COBEA) e foi APROVADO em reunifio de 20
de dezembro de 2010. -'

(We certify that the protocol n° 173/2010, about “TheEvaluation of the compound of granulated
Ricinus (C.O.R.) and synthetic hydroxyapatite on the osseointegration in rabbits. Histological,
histomorphometric and densitometric studys”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL
RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by
the College of Medicine of Ribeirdio Preto of thie University of Sfo Paulo — Ethical Commission of Ethics
in Animal Research (CETEA) in 12/20/2010. : . Lo

# Ribeiido Preto, 20 de dezembro de 2010.

Lllwrce D A

Prof. Dr. Mdrcio Dantas
Presidente da Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal -
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APENDICE A — Protocolo Histolégico

As pecas cirurgicas foram descalcificadas em solucdo Anna Morse, sendo
trocada a cada 48 horas, durante 30 dias.

Ap6s o periodo de descalcificacdo, as pecas 0sseas foram lavadas em agua
corrente por 24 h e depois imersas em uma solucéo de sulfato de sédio a 5% por 48
h, para se neutralizar o excesso de acido.

Decorrido esse periodo, as pecas 0Osseas foram imersas nas seguintes
solucgBes: éalcool 70% por 12 h; alcool 90% por 1 h; é&lcool absoluto por 24 h
(realizando-se trocas a cada 8 h), lavagem rapida com alcool-xilol (1:1), seguida de
imersdo em xilol por 3 h (realizando-se troca a cada 1 h), para a retirada de todo o
alcool, possibilitando o preenchimento das lacunas desidratadas com a incluséo da
parafina.

As pecas foram seccionadas em cortes seriados de 6 um de espessura, no
sentido transversal em micrétomo rotativo, e montadas em laminas de vidro e

coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (H.E.).
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APENDICE B — Metodologia densitométrica

Nas radiografias, foi incluida uma cunha de aluminio (liga 6063, ABNT),
utilizada como referencial densitométrico pelo programa computacional ODR?
(Densidade Optica Radiogréfica), para se determinar a densidade 0ssea radiogréafica
qualitativa em milimetros de aluminio (mmAl) das pecas cirdrgicas. O programa
computacional qualitativo “ODR” esté inscrito no programa de analises numéricas
MATLAB® (Figura 5).
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Figura 5. Programa Matlab® e a sua ferramenta Gerenciador de arquivo para a
obtencdo da imagem original com as tibias esquerdas (TE) e direitas (TD) do Grupo
experimental G1 com a cunha de aluminio.

Esse programa processou as imagens digitalizadas das radiografias e, com o
uso de suas ferramentas, forneceu novas imagens tridimensionais e coloridas. .
A metodologia utilizada para a aquisicdo das imagens tridimensionais e

coloridas foi a seguinte:

e Contorno da cunha de aluminio em 5 pontos (Figura 6); e

% Programa desenvolvido pelo Laboratério de Biofisica da FOA — UNESP.
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e Contorno em cinco pontos nas tibias esquerda e direita, com as areas
a serem avaliadas (Figuras 7); e

e ApoOs a selecdo dos pontos das areas das imagens originais a serem
avaliadas, obtém-se as imagens das areas de estudo referentes as
tibias esquerda e direita (Figura 8); e

e Com as areas de estudo a serem avaliadas, € utilizado no programa
MATLAB® o recurso Load (t); e

e ApOs a utilizacdo desse recurso, a ferramenta mesh (Id11) ilustra a
imagem tridimensional e colorida (Figura 9); e

e Com o recurso desse programa, as imagens tridimensionais e coloridas

podem ser visualizadas em varios angulos (Figura 10).

Figura 6. Contorno da cunha de aluminio em 5 pontos
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Figura 7. Contornos em 5 pontos das tibias esquerda (TE) e direita (TD) para a avaliacdo
das areas das imagens originais com os biomateriais implantados e grupo controle

Figura 8. Imagens das areas de estudo das tibias esquerda e direita com seus respectivos
biomateriais implantados e o grupo controle
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Figura 9. Obtencdo das imagens tridimensionais e coloridas das tibias esquerda e direita
com seus respectivos biomateriais implantados e o grupo controle
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Figura 10. Visualizagdo em outro angulo das imagens tridimensionais e coloridas das tibias
esquerda e direita pelo recurso do software ODR



