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Resumo

Introdugdo: aa avaliagdo do reparo de defeitos dsseos criticos com o uso de biomaterial, a microtomografia computadorizada (UCT) é
um método de andlise promissor e a histologia um método cldssico. Quando a capacidade de reparo ésseo espontdnea torna-se limitada,
faz-se necessdrio o uso de biomaterial, a exemplo da hidroxiapatita (HA) que € utilizada por sua biocompatibilidade, similaridade
com o tecido dsseo e por haver vdrios tipos disponiveis comercialmente. Objetivo: avaliar morfologicamente por uCT e por histologia
0 reparo ésseo apos o uso de biomaterial. Metodologia: utilizou-se 15 ratos Wistar para compor os trés grupos experimentais: HA
implantado hidroxiapatita bovina (BioOss®), DV sem implantagdo de biomaterial e Cl calvdria integra, avaliados no ponto bioldégico
de 15 dias. Resultados: a avaliagdo pela uCT permitiu observar a estrutura éssea e o preenchimento do defeito confeccionado. No
grupo HA observou-se que o biomaterial e o osso sdo morfologicamente diferentes em densidade e microarquitetura. No grupo DV,
o defeito apresenta contornos bem definidos e sem presenca de tecido dsseo na drea de preenchimento. No grupo Cl visualizou-se a
estrutura da calvdria integra e suas suturas intracranianas. Em ambas as técnicas, as andlises quantitativas da uCT e morfometria,
observou-se que a calvdria integra é a que possui maior percentual de tecido 6sseo. Conclusdo: ambas as técnicas mostraram-se
complementares e foram eficazes para avaliar o reparo dsseo.

Palavras-chave: Microtomografia por raio-X. Durapatita. Biomateriais.

Abstract

Introduction: in the evaluation of repair critical defects using biomaterial computed microtomography (UCT) is a promising method of
analysis and histology standard procedures. When spontaneously the bone repair capacity becomes limited, it is necessary the use of
biomaterials, such as hydroxyapatite (HA) that is used by its biocompatibility, similarity to bone tissue and have various commercially
available. Objective: to evaluate morphologically by uCT and histology bone healing after using biomaterial. Methodology: we used
15 Wistar rats, to compose the three experimental groups: HA implanted bovine hydroxyapatite (BioOss®), DV without implantation
of biomaterial and Cl calvaria part, evaluated in the biological point of 15 days. Results: the evaluation by uCT allowed to observe the
bone structure and filling the defect made. In the group HA it was observed that the biomaterial and the bone are morphologically
different in density and microarchitecture. DV group the defect has well defined contours and without the presence of bone tissue in the
fill area. In the Cl group visualized the structure of the entire calvaria and its intracranial sutures. In both techniques the quantitative
analyzes, and uCT morphometric analysis, it was observed that the entire calvaria is the one with the highest percentage of bone
tissue. Conclusion: both techniques proved to be complementary and have been effective to assess bone repair.

Keywords: X-Ray microtomography. Durapatite. Biomaterials.

INTRODUCAO

A alta resolugdo das técnicas de imagem tridimen-
sionais (3D), como a microtomografia computadorizada
(UCT), possibilita a avaliagdo de massa dssea, a densidade
e a morfologia dos espécimes excisados. A UCT trouxe
como vantagens a medicdo direta da morfologia trabecu-
lar em 3D e uma analise de um volume significativamente
maior da mesma amostra. Assim, medi¢cdes podem ser
realizadas com um tempo muito mais rapido do que as
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tipicas analises histolégicas de parametros histomorfo-
métricos e possibilita a utilizacdo de amostras de osso
ndo descalcificadas, ademais a avaliagdo da morfologia
Ossea por varrimento de UCT ndo é destrutiva (BOUXSEIN
et al., 2010; KASSECK et al., 2010; LUSSANI et al., 2015).
Até a atualidade, as técnicas histoldgicas quantitativas
foram consideradas o padrdo ouro para avaliar a arquitetura
do osso trabecular e cortical (NOGUEIRA et al., 2010). Ndo
obstante, essas analises fornecem informacdes Unicas so-
bre a celularidade e os indices dinamicos de remodelagdo
ossea. Contudo, esta técnica possui limitagdes como, por
exemplo, a invasibilidade clinica e a avaliagdo da micro-
arquitetura 6ssea, em razdo dos parametros estruturais
serem provenientes da andlise estereoldgica de alguns
pontos bidimensionais (2D) (BOUXSEIN et al., 2010).
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Defeitos dsseos criticos provenientes de traumas
Osseos, resseccao de tumores e anormalidades congé-
nitas representam um problema clinico recorrente (BI
et al., 2012). Nestas situagdes, a capacidade de reparo
6sseo torna-se limitada e suscetivel a falhas, o que pode
resultar em defeitos dsseos, por vezes, com morfologia
complexa que impedem serem reconstituidos de forma
espontdnea e promover, desta forma, a regeneragdo dssea
(GUIMARAES et al., 2011).

Com o propdsito de formar, recuperar e/ou manter
volume e qualidade dssea em regides que perderam
suas configuracbes anatdémicas, inumeras pesquisas
sdo realizadas com a meta de desenvolver ou aperfei-
coar novos materiais biocompativeis e que apresentam
propriedades de conducdo dssea, os quais favorecem o
reparo dos defeitos 6sseos (GUIMARAES et al., 2011).
O emprego de biomateriais sintéticos na regeneragdo
do tecido ésseo, como uma opcdo aos enxertos dsseos,
€ vantajoso por ndo prejudicar tecidos saudaveis, por
reduzir os riscos de contaminagdes virais e bacterianas,
além de serem disponiveis comercialmente. Alguns sdo
de facil dissolucdo e absor¢do que, concomitantemente,
permitem e estimulam a formacdo dssea (OLIVEIRA et
al., 2010).

No decorrer das duas ultimas décadas, muitos subs-
titutos sintéticos de tecidos dsseos tém sido elaborados,
a maioria com base em fosfato de célcio, devido a sua
adequada biocompatibilidade. Especialmente, a hidro-
xiapatita (HA) que é utilizada em aplicacGes clinicas como
substituto ésseo para aplicagdes médicas em decorréncia
da sua composicdo quimica e morfologia porosa tridimen-
sional, além de ser muito similar ao osso humano, fator
complicador para analises feitas através de uma imagem
radioldgica (ARAGON et al., 2011).

Tendo em vista, potencialidades e caracteristicas da
UCT e das analises histoldgicas na avaliagdo de reparos 6s-
seos, este trabalho tem como objetivo avaliar morfologi-
camente por imagem microtomografica e por microscopia
de luz comum o reparo dsseo apds o uso de biomaterial.

METODOLOGIA

Aspectos éticos

Este experimento foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisas no Uso de Animais (CEUA)
do Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da Universidade
Federal da Bahia (UFBA) (PROTOCOLO N2060/2014) e
seguiu as Normas Eticas de Pesquisas em Animais (Lei
n2. 11.794 de 2008).

Amostra

Foram utilizados 15 ratos da linhagem Wistar, ma-
chos, adultos, com massa corpdrea entre 350 e 400g.
Estes foram fornecidos, criados e mantidos pelo biotério
da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e
receberam racdo sdlida e dgua ad libitum, durante todo o
experimento. Os animais foram distribuidos aleatoriamen-
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te para compor os trés grupos: HA, defeito ésseo critico
preenchido com biomaterial de hidroxiapatita bovina em
formato de grénulos (BioOss®); DV, defeito dsseo critico
e sem implantacdo de biomaterial; e Cl, calvéria integra e
sem confecc¢do de defeito critico. Cada grupo foi composto
por cinco animais, avaliados no ponto bioldgico de 15 dias.

Procedimento Cirurgico e Etapa Laboratorial

Os animais foram anestesiados através de injecdo
intramuscular de cloridrato de xilazina (0,06 mL/kg) e
cloridrato de cetamina (0,12 mL/kg). Apds a anestesia, foi
realizada a tricotomia e antissepsia com alcool iodado da
regido da calvaria e, posteriormente, foi confeccionado
um defeito dsseo critico de aproximadamente 8,5mm de
didmetro na por¢do mediana da calvaria, com uma fresa
trefina. Este defeito foi preenchido de acordo os grupos
pré-estabelecidos. Ao atingir o ponto bioldgico de 15 dias
0s animais sofreram eutanasia por aprofundamento da
anestesia. As calvarias foram retiradas com remocéo de
todo tecido mole, fixadas em solu¢do de formol tampo-
nado a 4% e conservadas em dlcool a 70% para serem
encaminhadas a analise microtomografica e, posterior-
mente, para processamento histoldgico.

Analise por Microtomografia Computadorizada (1CT)

As amostras foram digitalizadas no Microtomadgrafo
in vivo SkyScan 1176, cortes de 09um de espessura (filtro
de aluminio de 0,5mm, kilovoltagem de 50kV e miliam-
peragem de 497mA). As imagens radiograficas foram re-
constituidas pelo uso do software NRecon. Redirecionadas
no Data Viewer e analisadas em 3D pelo programa CTan.
No CTan, foi selecionada a regido de interesse da calvaria
(ROI), feita a morfometria (plano axial, a partir do maior
diametro do defeito, similar ao corte histoldgico) e con-
feccionada a imagem delimitada em 3D. Os parametros
morfométricos obtidos pelo CTan foram: Volume de tecido
6sseo (quantidade de tecido mineralizado presente no
interior do defeito), Percentagem de tecido ésseo (obtida
pela razdo entre o volume de tecido ésseo e o volume
total) e Superficie de contato dsseo (area superficial do
tecido mineralizado que esta interconectada). As imagens
tridimensionais formadas no CTan foram manipuladas no
programa CTvox, para ajustes de detalhes.

Processamento histolégico

Ap0ds as analises microtomograficas, as calvarias fo-
ram reduzidas na regido de maior didmetro, descalcifica-
das com EDTA — 5% por sete dias e incluidas em parafina.
Foram realizados cortes seriados longitudinais, com 4um
de espessura. Os cortes histoldgicos foram corados em
Hematoxilina e Eosina (HE), Picrossirius vermelho (PIFG)
e Tricrémico de Masson-Goldner (Goldner).

Andlise Histomorfométrica

Os cortes foram analisados histologicamente em
microscopio de luz comum Leica® DM 1000 e as imagens
foram capturadas a partir da camera fotogréfica Leica®
DFC 310 FX acoplada ao microscépio. Para a avaliacdo
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morfométrica, foi utilizado o Sistema de Analise de Pro-
cessamento de Imagens, Leica QWin®.

Como padrdo ouro para a andlise morfométrica
utilizou-se o grupo Cl com o valor estabelecido como
100% do volume da drea de ocupacdo anatdmica da regido
de interesse. Esta regido corresponde a morfologia do
defeito dsseo que foi confeccionado nos demais grupos.
Para tanto, mediu-se inicialmente uma extensdo linear de
8,5mm na calvaria integra e, a partir da delimitagdo desta
extensdo, mediu-se a area de ocupacao (ACI) equivalente
ao defeito critico (Figura 1).

Figura 1 — Area de ocupacdo na calvdria integra equivalente a
drea de preenchimento do defeito critico

Legenda: (A) Delimitacdo da extensdo linear de 8,5mm. (B) Area de
ocupagdo equivalente a drea total de preenchimento do defeito critico

Fonte: Dos autores

Os seguintes parametros foram mensurados por
meio da morfometria: (1) percentagem de area total
(AT%) — proporg¢do de area total de preenchimento do
defeito relativa a ACI; (2) percentagem de area de matriz
osteoide (AO%) — proporgdo de area de matriz osteoide
relativa a ACl; (3) percentagem de area de biomaterial
(AB%) — proporgdo de drea de biomaterial relativa a ACI;
(4) percentagem de outros — proporgdo dos demais teci-
dos presentes, relativa a ACI.

RESULTADOS

Analise morfoldgica por microtomografia
computadorizada (uCT)

Grupo HA (BioOss®) — No corte anteroposterior do
plano coronal foi possivel observar uma diferenca sutil
de densidade, representada por tons de cinza, do osso
da borda em relagdo ao biomaterial, e uma sobreposicdo
de biomaterial além dos limites do defeito (Figura Al).
Notou-se que o BioOss® preencheu quase totalmente o
defeito ao se comparar as (Figuras 2, Al e A2) que equi-
valem ao grupo HA e grupo DV, respectivamente.

Grupo DV (Controle) — Nas Figuras 2 B1 e 2 B2, ob-
servou-se que as imagens reproduziram o defeito critico
perfeitamente tridimensionais com discreta neoformacao
Ossea irregular nas margens do defeito, visualizada pela
morfologia e os tons de cinza. Auséncia de densidade
na area central do defeito, mostrada na cor preta, que
comprova auséncia da neoformacdo dssea, além dos
limites da borda.

Grupo Cl (Calvaria integra) — Visualizou-se a anatomia
da calvaria normal, com as suturas intracranianas bem

definidas, sem irregularidades e com uma boa resolucdo
de imagem (Figuras 2C1 e 2C2).

Figura 2 — Imagens tomogrdficas dos grupos HA, DV e CI

Legenda: Grupo HA — (A1) visdo anteroposterior plano coronal, circulo
cinza: delimitagdo do defeito critico e (A2) corte axial na regido de
maior didmetro do defeito. Grupo DV — (B1) visdo anteroposterior
plano coronal e (B2) corte axial na regido de maior didmetro do
defeito. Grupo Cl — (C1) visdo anteroposterior plano coronal e (C2)
corte axial na regido de maior diametro do defeito

Fonte: Dos autores

Andlise morfométrica por microtomografia
computadorizada (uCT)

Na Tabela 1, estdo descritas as medidas morfométri-
cas obtidas a partir da uCT. A aquisi¢cao destas medidas se
deu a partir do corte axial, da regido referente ao maior
diametro da calvaria, que simula um corte histoldgico.

O grupo HA apresenta um volume de tecido 6sseo
maior em relagdo aos demais grupos e com pouca dife-
renga do grupo Cl. A percentagem de tecido 6sseo eviden-
ciou-se uma maior quantidade de tecido mineralizado no
grupo Cl em relagdo aos demais grupos. Nos parametros
de volume de tecido dsseo e superficie de contato 6sseo,
o grupo HA apresenta o maior valor entre os grupos.

Tabela 1 — Comparagdo entre as medidas morfométricas dos grupos
HA, DV e ClI

MEDIDAS MORFOMETRICAS POR uCT
Volume tecido % tecido Superficie de
dsseo (mm?) 6sseo contato (mm?)
GRUPOS M Dp M Dp M Dp
Grupo HA 5,63 1,94 13,05 4,67 92,24 | 33,46
Grupo DV 2,06 0,71 5,83 2,02 31,15 12,52
Grupo Cl 5,36 0,12 19,79 1,77 45,08 2,55

Legenda: M: média e Dp: desvio padrdo

Fonte: Dos autores

Andlise histomorfoldgica

Grupo HA (BioOss®) — As bordas do defeito estavam
bem definidas, por vezes em bisel, com neoformacgdo
Ossea reacional nessas bordas, discretamente ampliadas,
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quando ha presenca de biomaterial particulado nas suas
proximidades. O defeito foi preenchido por tecido con-
juntivo fibroso, com areas edemaciadas, e por inimeros
biomateriais particulados de diversos tamanhos, vistos
entre duas e cinco camadas. As particulas estavam cir-
cundadas por um espaco que as distava do tecido fibroso.
Neste tecido fibroso delgado circundante havia uma rea-
¢do granulomatosa e acentuada proliferagdo vascular. Em
torno dos biomateriais particulados havia proliferacao de
células fusiformes. Neoformacdo dssea de matriz osteoide
em torno de alguns biomateriais particulados (Figura 3A).

Grupo DV (Controle) — Houve uma neoformacgéao
Ossea restrita as bordas do defeito do tipo reacional. O
defeito foi preenchido por um delgado tecido conjuntivo
fibroso, infiltrado inflamatdrio mononuclear discreto
préximo as bordas do defeito, acompanhados de discreta
proliferagdo de capilares sanguineos. (Figura 3B).

Grupo Cl (Calvaria integra) — Na calvaria integra
observou-se osso lamelar integro, com presenca de me-
dula 6ssea e espessura normal (Figura 3C).

Figura 3 — Andlise histoldgica dos grupos HA, DV e CI

Legenda: (A) Grupo HA (BioOss) 15 dias — regiéo da borda (BO) da calvdria
com neoformagdo ssea (No) reacional, presenga de tecido conjuntivo (Tc)
em permeio ao biomaterial (HA). HE, 4x, Barra: 500 um. (B) Grupo DV
(Controle) 15 dias — (BO) borda dssea, (NO) neoformagdo dssea restrita
as bordas do defeito do tipo reacional, (Tc) tecido conjuntivo fibroso. HE,
10x, Barra: 200um. (C) Grupo CI 15 dias — observa-se a presenga de lame-
las, lacunas de ostedcitos e medula dssea (MO). HE, 10x, Barra: 200um

Fonte: Dos autores
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Andlise histomorfométrica

O grupo HA apresentou maior percentual de area
total do que a calvaria integra e aumento do percentual
de biomaterial, em aproximadamente 71%. A area total
do grupo DV foi aquém da calvaria integra. Os grupos DV
e HA apresentaram percentual de area de neoformacdo
6ssea inferior ao da calvaria integra.

Tabela 2 — Comparagdo das medidas histomorfométricas entre
0s grupos experimentais

MEDIDAS HISTOMORFOMETRICAS

%AT %A0 %B % Outros
GRUPOS M Dp M Dp M Dp M Dp
Grupo CI | 100,00 - 84,34 | 3,86 - - 15,66 | 2,27
Grupo HA | 152,95 | 80,38 | 8,98 | 5,68 | 70,96 | 50,87 | 73,01 | 33,84
Grupo DV | 35,63 | 26,38 | 11,20 | 5,73 - - 24,43 | 19,34

Legenda: %AT — percentagem de drea total; %AO — percentagem de
drea de matriz osteoide; %B — percentagem de biomaterial; M —média;
e Dp — desvio padrdo

Fonte: Dos autores

DISCUSSAO

O propdsito da utilizagdo da uCT como método de
avaliacdo de defeitos dsseos criticos esta em obter dados
qualitativos e quantitativos do reparo da regido apds
implantagdo de biomaterial, através de um método ndo
invasivo (SHAUNA et al., 2009). As diferencas morfoldgicas
entre o biomaterial e o tecido dsseo da borda foram sutis
no grupo HA, a partir das imagens tridimensionais por
UCT e, portanto ratifica o valor desta técnica na obtencdo
de informacgdes relacionadas a medicOes geométricas e
algumas propriedades fisicas dos biomateriais, destacado
na literatura pelos autores Bart e Wallace (2013) em seus
estudos.

A similaridade entre a densidade do osso da borda
e do biomaterial, representada por tons de cinza na uCT,
justifica-se pela similaridade entre o BioOss® e 0 osso da
calvéria, fator complicador para obtencdo de imagens
radiograficas (ARAGON et al., 2011). Contudo, ainda foi
possivel diferenciar a morfologia do biomaterial em re-
lagdo ao osso, em virtude da alta resolugdo de imagem
oferecida pela uCT (SALES et al., 2012; PANG, et al., 2012;
ANNIBALI et al.,2014).

A auséncia de especificidade, quando da utilizagdo da
técnica neste estudo, contribuiu para os valores similares
de percentagem de tecido dsseo, entre os grupos HA e
Cl, uma vez que ndo foram obtidos previamente os va-
lores de densidade especificos entre biomaterial e osso.
O valor similar da percentagem de tecido dsseo, obtido
pela morformetria na uCT, entre os grupos HA e Cl, ndo
foi conclusiva para afirmar que houve neoformacao éssea
além da margem do defeito.

A média de equivaléncia vista pode ter influenciado.
A partir da avaliagdo histomorfométrica, obteve-se uma
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média de area total no grupo HA (aproximadamente
152%) acima da area equivalente na calvéria integra
(100%). Este resultado ocorreu devido a implantagdo de
biomaterial além do necessario. Isto pode ter influenciado
no percentual de area de neoformacdo dssea no grupo
HA, aproximadamente 8%, ja que esta sobreposigdo de
biomaterial pode dificultar processos como a proliferacdo
celular e a neoformacgédo dssea.

O potencial regenerativo do tecido dsseo apresenta
limitacGes em situagdes peculiares, como, por exemplo,
em defeitos dsseos criticos. Assim, o resultado apresen-
tado no grupo controle com uma percentagem de area
total (35,63%) aquém da calvaria integra ja era esperado,
uma vez que defeitos 6sseos com dimensdes criticas, sem
a implantacao de um arcabouco tridimensional, tem sua
extensdo preenchida por um tecido conjuntivo fibroso,
delgado e uma neoformacdo dssea reparativa restrita a
borda (BARRETO, 2011; ROLIM, 2013). Quanto ao gru-
po HA, sua superioridade em relagdo ao percentual de
area total do defeito ocorreu devido a implantagédo de
biomaterial além do necessario. Esta sobreposicdo de
biomaterial pode dificultar processos como a proliferacdo
celular e a neoformacdo dssea, e isto pode ter refletido
nos valores relacionados a neoformacédo dssea do grupo
HA na histomorfometria.

Embora a uCT garanta uma imagem de d6tima qua-
lidade, melhor visualizagdo da microarquitetura éssea
como um todo e a localizacdo do biomaterial sob uma
Otica tridimensional, existem limitacGes relacionadas as
avaliagGes de outras estruturas de pouca radio-opacidade
como, por exemplo, tecido conjuntivo ndo mineralizado,
células, dentre outras. Estas caracteristicas podem ser
visualizadas por meio da histomorfometria, o que a con-
solida como uma técnica complementar aos resultados
obtidos pela uCT.

Os resultados da UCT e da técnica histoldgica sédo
similares quanto aos aspectos morfoldgicos de posiciona-
mento e microarquitetura do biomaterial no defeito ésseo
critico. Contudo, vale ressaltar que este estudo apresenta
resultados para o reparo dsseo em sua fase inicial, mo-
mento no qual a neoformacdo dssea ainda se mostrou
discreta. O que torna importante a avaliacdo deste reparo
em outros pontos biolégicos para uma melhor avaliacdo
destas técnicas. Ademais, a uCT é uma técnica promissora,
de facil reproducdo, com destaque para a visualizagcdo
de defeitos dsseos em diversos planos seccionais (axial,
sagital e coronal) e com riqueza de detalhes, de forma
rapida e ndo invasiva.

CONCLUSAO

A uCT mostrou-se eficaz para a avaliagdo da microar-
quitetura do biomaterial, bem como para a visualizacdao
tridimensional do defeito. Ja a histologia permitiu avaliar
caracteristicas morfoldgicas dos tecidos presentes durante
o reparo. Desta forma, as técnicas apresentaram-se como
complementares para a avaliacdo do reparo de defeitos
0sseos criticos.
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