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MATRIZ OSSEA DESMINERALIZADA CAPRINA (MODc) NA REPARACAO DE
FALHAS OSSEAS NAO-CRITICAS EM TiBIAS DE COELHOS

RESUMO - Objetivou-se neste estudo avaliar a matriz éssea desmineralizada
caprina como xenoenxerto em falhas ésseas tibiais de coelhos. Foram utilizados 24
coelhos fémeas, adultos da ragca Nova Zelandia. Uma falha circular monocortical de 6
mm de diametro foi criada em ambas as tibias, no ter¢co proximal da superficie medial.
A leséo da tibia esquerda foi preenchida com 70mg de matriz 6ssea desmineralizada
caprina, enquanto que a direita correspondeu ao controle. Nos periodos pés-
operatorios de 15, 30, 60 e 90 dias, os 6 animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia e amostras de tibia proximal foram coletadas. As amostras foram
escaneadas por meio de microtomografia computadorizada helicoidal. Analisou-se as
caracteristicas macroscopicas do reparo 6sseo, o padrao de preenchimento trabecular
e formacdo de tecido &sseo intralesional. Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, para os parametros volume ésseo e
na relagao entre volume ésseo e volume total nos tempos 15, 30 e 90 dias, com maior
producdo Ossea obtida do grupo controle. Evidenciou-se também superioridade
estatistica do grupo controle em relagcao ao grupo matriz, para as variaveis superficie
Ossea, relacao entre superficie 6ssea e superficie total e niumero de trabéculas, nos
tempos 15 e 90 dias, indicando maior superficie 6ssea do tecido de reparo no grupo
controle. A matriz 6ssea desmineralizada caprina demonstrou ser biotoleravel e
segura em coelhos, durante 90 dias, comprovando por meio de microtomografia
computadorizada, o inicio da reparacao 6ssea em 30 dias apdés implantacao, bem

como a formacéao de ponte 6ssea aos 60 dias.

Palavras-Chave: Microtomografia por raios-X, Ortopedia, Rejeicdo de enxerto,

Xenoenxerto



CAPRINE DEMINERALIZED BONE MATRIX (MODC) IN THE REPAIR OF
NON-CRITICAL BONE DEFECTS IN RABBIT TIBIA

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the demineralized
goat bone matrix as xenograft in tibial bone defects of rabbits. Twenty-four female
rabbits, New Zealand adults, were used. A circular monocortical defect of 6 mm in
diameter was created in the form of tibias, without proximal third of the medial surface.
The case of the boundary case of the case of the demineralized caprine, while a
corresponding right to control. On the postoperative days of 15, 30, 60 and 90 days,
the six animals were submitted to euthanasia and proximal tibia samples were
collected. The samples were scanned by computerized helical microtomography.
Analyzed as macroscopic of bone repair, trabecular filling pattern and intralesional
bone formation. Statistically significant differences were observed between the groups,
so that the volumes were adjusted to the variable between volume and total volume at
times 15, 30 and 90 days, with higher bone production in the control group. It was also
evidenced the statistical superiority of the control group in relation to the set of
matrices, such as the temperature in bone ground, the relation between the bone
surface and the total surface and the number of trabeculae, in the 15 and 90 days,
control. The demineralized bone matrix demonstrated to be biotolerable and safe in
systems, during 90 days, proved by computer microtomography, the beginning of the
system installation in 30 days after implantation, as well as a bone bridge formation at
60 days.

Key words: Graft rejection, Heterograft, Orthopedics, X-ray Microtomography



CAPITULO 1 - Consideragoes gerais

1. Introducao

A bioengenharia tecidual vem ganhando destaque no campo das cirurgias
reparadoras, como a ortopedia e a odontologia. Consiste na aplicagéo de principios e
meétodos da engenharia e das ciéncias da saude para assistir e acelerar a regeneragao
e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados (Tabata, 2009). Obijetiva-se,
essencialmente, a criacdo e melhoramento de novas terapias, assim como a producao
de biomateriais capazes de restituir, melhorar ou impedir o agravamento da lesao
tecidual (Kaigler; Mooney, 2001; Sachlos; Czernuszka, 2003).

Para que ocorra reparagdo do tecido 6sseo, ha necessidade de atender
condi¢gdes como bom suprimento sanguineo, estabilidade mecanica e presenca de
estrutura tridimensional de suporte. Em defeitos extensos e/ou criticos, a capacidade
de regeneracgéo fisiolégica fica debilitada havendo, dessa forma, cicatrizagdo por
deposicao de tecido fibroso, potencialmente disfuncional (Kim et al., 2006).

O estudo e o desenvolvimento de biomateriais e substitutos 6sseos tem
despertado grande interesse, tendo em vista a real necessidade de sua utilizagéo na
rotina clinica ortopédica, como alternativa ao enxerto esponjoso autégeno e o alto
custo dos materiais disponiveis comercialmente.

Esse trabalho tem por objetivo central avaliar, de forma inédita, o
comportamento da matriz 6ssea desmineralizada caprina como xenoenxerto, em
coelhos, para posterior aplicacdo em estudos sobre regeneracdo Ossea e

aplicabilidade em outras espécies.

2. Revisao de literatura

A enxertia 6ssea é parte fundamental do tratamento cirdrgico de diversas
afeccdes ortopédicas, odontolégicas e neurocirirgicas. As principais indicagdes sao

unides retardadas, nao-uniées, osteotomias e artrodeses, reposicao de segmentos



corticais perdidos apos exérese de neoplasias ou preenchimento de cavidades
cisticas (Piermattei et al., 2006; Dias et al., 2013).

O padrao ouro para enxertos € o 0sso esponjoso autégeno, porém, este &
associado a indices importantes de morbidade, tais como dor no local de coleta,
formacgéo de hematomas e lesdes vasculares. Adicionalmente, ha limitagdes quanto a
disponibilidade (Moraes, 2002; Lee et al., 2011). Apesar de ser considerado o enxerto
O6sseo de primeira escolha, por conter propriedades osteogénicas, osteoindutoras e
osteocondutoras, o 0sso esponjoso autdgeno apresenta algumas desvantagens,
como o aumento no tempo de cirurgia e anestesia, morbidade do sitio doador e
quantidade insuficiente de enxerto (Innes e Myint, 2010; Borie et al., 2011).

Os aloenxertos de osso cortical proporcionam estrutura tridimensional
osteocondutora e suporte estrutural mecanico imediato, favorecendo
restabelecimento precoce a fungcdo do membro afetado (Dias et al., 2013), porém,
devido a transferéncia de tecidos entre animais distintos, eleva-se o risco de
transmissao de doencas infecto-contagiosas e rejeicdo por parte do organismo
receptor (Tomford, 2000).

E importante ressaltar que um substituto 6sseo ideal deve conter células
osteogénicas, fatores osteoindutores e matriz osteocondutora, que atua como
estrutura para o crescimento interno de tecido ésseo novo e suporte estrutural para a
coluna éssea (Albrektsson; Johansson, 2001; Walsh et al., 2008). Nesse contexto a
matriz 6ssea desmineralizada (MOD), resultado da extracao mineral acida de ossos
corticais, € considerada como potencial substituto 6sseo, sendo composta por
colageno, fatores de crescimento e proteinas morfogenéticas ésseas (Giannoudis et
al., 2005; Hoffer et al., 2008).

Um estudo pioneiro que demonstrou a capacidade da MOD em induzir a
formacao de cartilagem e osso, quando aplicada em sitios extra esqueléticos, foi
realizado por Urist (1965). Trabalho este que levou a descoberta de componentes
proteicos, presentes na MOD, que estimulam a formacgéo éssea (osteoindugéo), hoje
conhecidas como proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), membros da superfamilia
do fator de crescimento transformador beta (TGF-B). A MOD é osteoindutora e
revasculariza-se rapidamente, mas nao proporciona sustentacdo estrutural a menos

que seja parcialmente desmineralizada (Innes e Myint, 2010).



A maior parte da MOD (aproximadamente 93%) é composta por colagenos,
responsaveis pela estrutura tridimensional osteocondutora da mesma, onde cerca de
90% é representado por colageno tipo | e o restante, pelos tipos lll, V e demais fibrilas
heterotipicas. As proteinas nao colagenas, como as proteinas ésseas morfogenéticas
(BMP) e as de crescimento sinérgico (TGF-B, fator de crescimento derivado de
plaquetas, fator de crescimento semelhante a insulina, fator de crescimento de
fibroblastos) perfazem cerca de 5% da MOD, e os 2% restantes sao oriundos da matriz
mineralizada residual apds o processo de desmineralizacao (Kale e Di Cesare, 1995).

Para a obtencao da matriz 6ssea desmineralizada bovina, Bigham et al. (2009)
utilizaram diafises de ossos longos de vaca holandesa de 2 anos de idade, obtidos em
abatedouro local. Os ossos foram coletados assepticamente e os tecidos moles
removidos. Apds a remocao da fascia, era cortado em pedacos de 1 cm com serra
oscilatéria ortopédica sob constante irrigacdo com solucdo fisiolégica. As pecas
O0sseas foram armazenadas a -70 °C até uso posterior. O descongelamento era
realizado em etanol absoluto e secas ao ar. Todo o osso foi moido e entédo
descalcificado em HCI 0,6 N durante 8 dias sob agitacao constante.

A confirmacéo da eficacia no processo de desmineralizacao & obtida por meio
de radiografia e analise do percentual de calcio (Vail et al.,, 1994). A perda de
densidade radiografica é utilizada de forma subjetiva para constatacdo da
desmineralizagdo 6ssea. Para a andlise de calcio, uma amostra do material é
submetida a temperatura de 600°C durante 24 horas e o material remanescente é
analisado por meio de espectrofotometria, indicando o percentual de calcio por grama
de matéria seca (Forell et al., 1993). O material pode ser considerado desmineralizado
quando obtido percentual de calcio menor que 1% (Urist e Strakes, 1970)

A MOD nao possui efeito osteogénico, devido ao seu processamento e
eliminagcédo das células vivas, porém as fungbdes de osteoindugado e osteoconducgéo
permanecem presentes, sendo considerada bom agente osteoindutor (Zimmermann
e Moghaddam, 2011).

Como uma das primeiras alternativas comercialmente disponiveis para os
enxertos 6sseos autdégenos em humanos (Kinney et al., 2010), a matriz éssea
desmineralizada tem sido usada como material de enxertia para defeitos esqueléticos

estaveis, como cistos e cavidades ésseas (Killian et al., 1998), defeitos na unido de



ossos longos (Ziran et al., 2005), defeitos 6sseos agudos provocados por fraturas
(Newman et al., 2008), correcéo de grandes defeitos 6sseos causados pela retirada
de tumores malignos (Jin, 1991), intervengdes cirurgicas na coluna vertebral (Morone
e Boden, 1998), falhas 6sseas relacionadas a implantodontia (Kim et al., 2009) e
aumento do seio maxilar (Sohn et al., 2009).

De acordo com estudo controlado realizado em caes por Hoffer et al. (2008), a
MOD apresentou resultados similares aos do enxerto de osso esponjoso autélogo,
para a técnica de osteotomia de nivelamento do platé tibial, em que foi observado
retorno a funcdo em até duas semanas antes que o grupo controle. As taxas de
complicagdes cirdrgicas nos animais que receberam a MOD, foram similares aos ja
publicados para procedimentos similares, na qual o biomaterial ndo era utilizado,
sugerindo que sua aplicacdo nesse tipo de cirurgia ndo eleva as taxas de
complicagdes (Hoffer et al., 2008).

O monitoramento e acompanhamento de fraturas experimentais, no intuito de
desenvolver novas técnicas para o reparo de falhas 6sseas, geralmente é realizado
por meio de exames radiograficos, os quais proporcionam avaliagcado unicamente
bidimensional do calo &ésseo, que possui originalmente estrutura tridimensional
(Morgan, 2009).

A tomografia computadorizada (TC) proporciona imagens tridimensionais e
medidas quantitativas da estrutura e mineralizacdo do calo 6sseo, dados estes
relacionados a sua rigidez e resisténcia. As andlises obtidas pela TC sédo de grande
valor, pois possibilitam a correlacdo entre os aspectos biolégicos e mecanicos da
fratura, de maneira confiavel e ndo-invasiva. Devido a sua maior resolucao, quando
comparada a TC, a microtomografia (uTC) vem sendo bastante utilizada em estudos
experimentais de avalicdo do reparo de fraturas em pequenos animais (Introini, 2011).

A microtomografia computadorizada € uma técnica nao destrutiva, capaz de
reconstruir e modelar interiores de amostras em escala micrométrica, obtendo
informacdes sobre sua geometria tridimensional e propriedades do material estudado.
O conceito basico desse processamento de imagem prova que um objeto
tridimensional pode ser reconstruido através de suas projecées bidimensionais
(Argenta et al., 2016). A natureza nao destrutiva do micro-TC € uma das suas

principais vantagens. O osso pode ser analisado ap6s dissec¢cado post-mortem de



pequenos animais (ratos, camundongos, coelhos) ou apés extracao por biépsia de
paciente humano Apds a analise por micro-TC, as amostras podem entdo ser
processadas e analisadas por histologia ou sujeitas as analises quimicas, bioquimicas
ou outros (Audran et al., 2001).

A avaliagdo por micro-TC permite a obtencdo de imagens durante todo o
processo de regeneracdo o6ssea, permitindo analises mais especificas como
resisténcia 6ssea, correlacao entre area e volume 6sseo, assim como a densidade
mineral 6ssea, fornecendo caracteristicas estruturais e mecéanicas das alteracdes
decorrentes de intervengdes terapéuticas, como a utilizacao de ultrassonografia (US)
e Laser para favorecer a consolidagcado 6ssea (Freeman et al., 2009; Paolillo, 2013).
De acordo com Bouxsein et al. (2010) em roedores & possivel obter parametros
volumétricos relacionados a quantidade do tecido 6sseo (volume e porcentagem do
volume ésseo) e relacionados a morfometria do tecido ésseo trabecular (espessura
das trabéculas; numero das trabéculas; separagéo entre as trabéculas e porosidade
total).
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CAPITULO 2 — Matriz 6ssea desmineralizada caprina (MODc) na reparacgio de

falhas 6sseas nao criticas da tibias de coelhos

RESUMO - Objetivou-se neste estudo avaliar a matriz 6ssea desmineralizada
caprina como xenoenxerto em falhas ésseas tibiais de coelhos. Foram utilizados 24
coelhos fémeas, adultos da raga Nova Zelandia. Uma falha circular monocortical de 6
mm de didmetro foi criada em ambas as tibias, no terco proximal da superficie medial.
A lesao da tibia esquerda foi preenchida com 70mg de matriz 6ssea desmineralizada
caprina, enquanto que a direita correspondeu ao controle. Nos periodos pos-
operatérios de 15, 30, 60 e 90 dias, os 6 animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia e amostras de tibia proximal foram coletadas. As amostras foram
escaneadas por meio de microtomografia computadorizada helicoidal. Analisou-se as
caracteristicas macroscopicas do reparo dsseo, o padrao de preenchimento trabecular
e formacdo de tecido Osseo intralesional. Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, para os parametros volume 6sseo e
na relacao entre volume ésseo e volume total nos tempos 15, 30 e 90 dias, com maior
producdo Ossea obtida do grupo controle. Evidenciou-se também superioridade
estatistica do grupo controle em relagcao ao grupo matriz, para as variaveis superficie
Ossea, relacéo entre superficie 6ssea e superficie total e numero de trabéculas, nos
tempos 15 e 90 dias, indicando maior superficie 6ssea do tecido de reparo no grupo
controle. A matriz 6ssea desmineralizada caprina demonstrou ser biotoleravel e
segura em coelhos, durante 90 dias, comprovando por meio de microtomografia
computadorizada, o inicio da reparacdo 6ssea em 30 dias apo6s implantagdo, bem

como a formacao de ponte éssea aos 60 dias.

PALAVRAS-CHAVE: microtomografia por raio-x, ortopedia, rejeicdo de

enxerto, xenoenxerto,
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1. Introducao

A enxertia 6ssea é parte fundamental dentre as variadas modalidades de
cirurgias reparadoras. Devido a constante busca por resultados mais satisfatorios,
cresce a demanda por substitutos 6sseos ideais, capazes de diminuir o tempo de
consolidacao éssea ou melhorar a qualidade do processo reparador (Gruskin et al.,
2012).

O enxerto 6sseo esponjoso autdlogo, considerado padrdo ouro, apresenta
vantagens em relagdo aos demais biomateriais, visto que fornece células
osteoprogenitoras viaveis (osteogenicidade), arcabouco tridimensional de suporte
(osteoconducéao) e induz a formacgéao de células da linhagem 6ssea a partir de células
mesenquimais indiferenciadas dos tecidos adjacentes (osteoindugéo) (Albrektsson e
Johansson, 2001; Precheur, 2007). Apesar de reconhecida eficacia clinica e
seguranca, o incremento no tempo cirurgico e anestésico para a coleta no sitio doador,
a morbidade associada a esse procedimento e a quantidade potencialmente
insuficiente de tecido disponivel em alguns pacientes tém estimulado a pesquisa e
busca por substitutos 6sseos que supram esses fatores negativos.

Os aloenxertos de osso cortical proporcionam estrutura osteocondutiva e
suporte estrutural mecéanico imediato, favorecendo restabelecimento precoce a fungéo
do membro afetado (Dias et al., 2013), porém, devido a transferéncia de tecidos entre
animais distintos, existe a possibilidade de transmissdo de doencas infecto-
contagiosas e rejeicao por parte do organismo receptor (Tomford, 1995), o que n&o é
observado na enxertia de tecido autélogo (Albrektsson e Johansson, 2001).

Xenoenxerto é caracterizado como um material de substituicdo, proveniente de
uma espécie animal diferente do receptor, capaz de fornecer uma matriz natural e
estavel que permita suportar e guiar a proliferacdo de células da linhagem
osteoblastica do hospedeiro (Alcaides, 2012). Derivados de matriz éssea de origem
bovina, suina, equina e de algumas espécies de coral marinho ja foram testados com
resultados satisfatérios para reposicdo de tecido 6sseo (Ramirez-Fernandez et al.,
2011).

A matriz 6ssea desmineralizada (MOD), € o resultado da extracdo mineral acida
de ossos corticais, sendo constituida em sua maior parte por matriz colagenosa, e em

menor proporcao, por fatores de crescimento e proteinas morfogenéticas dsseas
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(Giannoudis et al., 2005; Hoffer et al., 2008). E considerada como importante opgao
terapéutica para lesbes o6sseas apendiculares, axiais e craniofaciais, possuindo
propriedades osteocondutoras e osteoindutoras que promovem a regeneracao 6ssea
(Gruskin et al., 2012).

Os substitutos 6sseos, para além de serem considerados alégenos, xen6genos
ou sintéticos, devem ser sempre biocompativeis, isentos de capacidade antigénica, e
passiveis de esterilizacao, mantendo-se faceis de manusear (Baldini et al., 2011).

E sabido que o processo de desmineralizagao é responsavel pela destruicéo
dos materiais antigénicos do osso e, por essa razdo, a MOD é considerada menos
imunogénica do que o osso homoélogo mineralizado (Guizzardi et al., 1992). Assim, a
matriz 6ssea desmineralizada caprina, aparece como potencial substituto 6sseo, que
apesar de sua origem xenogénica, oferece baixo risco de reagao imunoldgica, com a
vantagem de um unico doador fornecer quantidade significativa de tecido ésseo,
possibilitando a constituicdo de banco de ossos apropriado para o fornecimento de
enxertos 6sseos (Melo et al., 1998; Alievi et al., 2007).

Tendo em vista essas caracteristicas, cresce a demanda por substitutos 6sseos
que possuam viabilidade na rotina clinico-cirirgica de pequenos animais,
apresentando baixo custo, facil produgdo e armazenamento. Acreditamos que a
MODc seja biocompativel quando submetida ao processo de desmineralizacao acida,
atuando como potencial substituto 6sseo no reparo de lesdes ortopédicas.

Este trabalho tem por objetivos, avaliar a resposta inflamatéria macroscépica
nas feridas cirirgicas de coelhos, apés a implantagcdo de MODc em falhas tibiais
induzidas, observar o preenchimento 6sseo das falhas produzidas, com e sem a
presenca do biomaterial, analisar o padrao de preenchimento trabecular e a producao
de tecido 6sseo por meio da microtomografia computadorizada helicoidal de alta

definicao.
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2. Material e métodos

2.1. Principios éticos

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP/Jaboticabal, sob o protocolo de numero 019170/2016.

2.2. Animais e delineamento experimental

Foram utilizadas no estudo, 48 tibias de 24 coelhos adultos da raca Nova
Zelandia, fémeas, provenientes do Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento
de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP, acondicionados em
gaiolas individuais nas dependéncias do hospital veterinario da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP — Campus de Jaboticabal.

Antes do inicio do periodo experimental, todos os animais foram submetidos a
exame fisico geral, ndo sendo observadas quaisquer alteracdes dignas de nota, sendo
estes entdo incluidos no estudo. Os individuos foram distribuidos em 4 grupos com 6
animais em cada grupo, separados de acordo com o periodo de analise
correspondente (15, 30, 60 e 90 dias po6s-cirurgico) e subdivididos em GM (grupo
matriz), representando o membro que recebeu o implante de MODc (tibias esquerdas)
e GC (grupo controle) relativo as tibias direitas, as quais nao recebiam o biomaterial,

por exemplo: GM15 = grupo com implante de MODc aos 15 dias pds-cirurgicos.

2.3. Coleta e preparo da Matriz Ossea Desmineralizada caprina (MODc)

Foram utilizados caprinos clinicamente higidos, provenientes de abates
periodicos.O processo de desmineralizacdo 6ssea seguiu o protocolo descrito por
Bigham et al. (2009). Os fragmentos da diafise de ossos longos, como umero, radio,
fémur e tibia, foram coletados de forma asséptica, os tecidos moles retirados e as
epifises removidas para limpeza do canal medular para posterior estocagem em
freezer a—20°C. Os ossos foram seccionados em fragmentos de 1 cm de comprimento
com auxilio de serra cirurgica sob constante irrigagdo com solugao salina (NaCl 0,9%),

sendo entao estocados em freezer—20°C para posterior desmineralizagao acida.
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Os fragmentos 6sseos foram lavados com solugéo de etanol absoluto' e secas
ao ar ambiente, e entdo triturados com auxilio de um particulador 6sseo. O tecido
triturado foi imerso em solucédo de HCI? 0,6 N durante oito dias, sob constante agitagcéo

suave. Apds o processo de desmineralizagcéao, o pH da MODc foi ajustado para 7,3.

Para determinar a quantidade de biomaterial a ser implantado por falha éssea,
em momento pré-cirdrgico foi modelado e posteriormente impresso em nylon, por
meio de impressora 3D, um cilindro com 6 mm de didmetro por 3 mm de profundidade,
representando a area do defeito da tibia utilizada no estudo em questao. O cilindro foi
preenchido com MODc particulada e em seguida, foi adicionado sangue em
quantidade suficiente para agregar os granulos do biomaterial. Apds a coagulacao do
sangue, o material depositado no cilindro foi removido e pesado em balanca de
precisdo. Por meio dessa técnica, foi estabelecida a dose individual de 70 mg de
MODc, para preenchimento das falhas 6sseas experimentais. Todas as doses a
serem utilizadas no estudo foram entdo pesadas e separadas individualmente e

posteriormente submetidas a esterilizagao por 6xido de etileno.

2.4. Implante da Matriz Ossea Desmineralizada Caprina (MODc)

Os coelhos foram pré-anestesiados com associacdo de acepromazina® (0,1
mg/kg IM) e tramadol* (5 mg/kg IM) e, apdés 15 minutos, anestesiados com a
associagdo de tiletamina/zolazepam® (20 mg/Kg IM), seguida por bloqueio local
infiltrativo com lidocaina® 2,0%, no local da incisdo de pele.

Apds ampla tricotomia de ambos os membros pélvicos, os animais foram
posicionados em decubito dorsal, para exposicao da face medial de ambas as tibias.
As extremidades distais dos membros pélvicos foram cobertas com luvas estéreis,
sendo aplicado clorexidine degermante’ 2%, seguido por clorexidine alcoolico® 0,5%,

1 Etanol absoluto para analises, EMSURE®, Alemanha

2 Acido Cloridrico 33%, Solvay, Chapec6 = SC, Brasil

3 Apromazin, Syntec, Santana de Parnaiba — SP, Brasil.

4 Tramal®, Pfizer, Guarulhos — SP, Brasil.

5 Zoletil® 50, Virbac, Jurubatuba — SP, Brasil.

6 Lidovet, Bravet, Rio de Janeiro — RJ, Brasil

7 RIOHEX® 2% - Solug&o degermante - IndUstria Farmacéutica RIOQUIMICA LTDA — S&o José do Rio
Preto - SP

8 RIOHEX® 0,5% - Solucéo alcodlica - Industria Farmacéutica RIOQUIMICA LTDA — Sé&o José do Rio
Preto - SP
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como protocolo de antissepsia do sitio cirtrgico. Em ato continuo, foram corretamente
posicionados campos cirlrgicos estéreis cobrindo toda a superficie corporal do
animal, ficando expostos somente os sitios cirurgicos.

Foi realizada incisao de pele de aproximadamente 2 centimetros em regiao
préximo-medial das tibias direita e esquerda. Logo abaixo da pele, foi seccionada
fascia muscular e em seguida foi identificado o periésteo, sendo submetido a inciséo
e rebatido com auxilio de elevador de Freer, expondo a cortical medial da tibia
proximal.

Utilizando o ligamento colateral medial como referéncia anatdmica, foi
selecionado um ponto equidistante entre a borda cranial da crista da tibia e o limite
cranial do referido ligamento como ponto de perfuragao padrao para todos os animais.
Devido ao alto calibre da broca utilizada (6 mm), em relagio ao diametro do osso a
ser perfurado, realizou-se pré-perfuragao inicial de menor didmetro na cortical “cis”,
no intuito de limitar movimentacao exacerbada na broca, assim como evitar fraturas
iatrogénicas.

Com utilizacao de perfuradora elétrica e broca de 6 mm foram induzidas falhas
Osseas circulares monocorticais de mesmo didmetro em ambas as tibias. Para as
tibias esquerdas (GM), com seringa estéril foi coletado de cada defeito, amostra de
sangue medular em quantidade suficiente para umedecer a dose de MODc particulada
a ser implantada, auxiliando na agregacao e manipulagdo da mesma.

Nos animais de cada grupo, o defeito realizado na tibia esquerda recebeu a
matriz 6ssea desmineralizada caprina, aplicada por meio de preenchimento. No
membro contralateral ndo foi implantado o xenoenxerto, permanecendo como
controle. Apds o correto posicionamento do biomaterial testado, a fascia muscular foi
suturada com material absorvivel monofilamentar sintético 4-0° em padrao simples
continuo e em seguida procedeu-se a dermorrafia com utilizagao de fio inabsorvivel

monofilamentar sintético 4-0'° em padrao de Wolf (Figura 1).

9 Caprofyl 4-0, Johnson & Johnson do Brasil indUstria e comércio de produtos para satide Itda — Brasil
10 Mononylon 4-0, Johnson & Johnson do Brasil industria e comércio de produtos para saude Itda —
Brasil
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Figura 1 — Imagens fotograficas demonstrando sequéncia cirurgica de perfuragao e
aplicacdo da Matriz Ossea Desmineralizada caprina (MODc) em regido proximal de
tibia em coelhos adultos da raca Nova Zelandia. A) Aspecto final da falha éssea de 6
mm de didmetro em tibia direita. B) Agregado entre Matriz Ossea Desmineralizada
caprina e sangue medular previamente a sua aplicagdo em tibia esquerda (circulo).
C) Preenchimento da falha 6ssea com o agregado de Matriz Ossea Desmineralizada
caprina (MODc) e sangue medular em tibia esquerda. Jaboticabal — SP, 2019.

Todos os animais foram medicados no periodo pés-operatério com
antimicrobiano (Enrofloxacina’ - 10 mg/kg SC) a cada 24 horas, durante 5 dias,
analgésico (Cloridrato de tramadol'? — 4 mg/kg IM) a cada 12 horas, durante 5 dias e
anti-inflamatorio (Flunixin meglumine'® - 1,1 mg/kg IM) a cada 24 horas, durante 3
dias. As feridas cirargicas foram limpas uma vez ao dia com solugdo salina estéril

0,9% e observadas quanto a evolucao de cicatrizacao e possiveis complicagdes.

2.5. Coleta das Amostras

Para a coleta das amostras, cada grupo (6 animais) foi submetido a eutanasia
nos periodos pré-estabelecidos de 15, 30, 60 e 90 dias de pds-operatério, por meio

de sedacio por cloridrato de xilazina' (2 mg/kg IM), inducdo anestésica com

" Flotril 2,5%, Intervet Schering - Plough, Rio de Janeiro - RJ, Brasil

12 Tramal®/Grlnenthal do Brasil Farmacéutica Ltda. — Sdo Paulo — SP, Brasil
3 Banamine pet, Intervet Schering - Plough, Rio de Janeiro - RJ, Brasil

14 Xilazin®/ Syntec do Brasil LTDA - Horlandia- SP
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propofol'® (dose-efeito), por via intravenosa, seguido por aplicacdo de cloreto de
potassio'® (KCl), também por via intravenosa, até ser constatada parada cardiaca.
Todas as tibias foram desarticuladas na articulacao fémoro-tibio-patelar e
dissecadas, afim de preservar o calo ésseo formado (se presente) e remover os
tecidos moles adjacentes (musculos, fascia e pele) a regiao da falha éssea induzida.
Com utilizacao de serra manual, foi seccionado fragmento de aproximadamente 2 cm
de comprimento, incluindo a area de interesse do estudo. As amostras de tibia
proximal foram logo em seguida, acondicionadas em frascos coletores, contendo
formol tamponado a 10%, por 48 horas, para fixacdo, sendo transferidas para
recipientes contendo alcool 70 e identificados individualmente, por periodo de analise

e aplicacédo ou nao da MODc.

2.6. Avaliacao por Microtomografia Computadorizada de raios-X

As avaliagbes dos reparos dos defeitos 6sseos em ambas as tibias foram
realizadas no Laboratério Multiusuario para Analises de Imagens Tridimensionais de
Tecidos Bioldgicos e Biomateriais (LAB 3D BIO), nas dependéncias do Departamento
de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial e Periodontia da FORP USP -
Ribeirao Preto. Foram utilizados o microtomégrafo modelo 1172 (SkyScan®,
Bélgica)'” e os softwares NRecon®'®, Dataviewer®'® e CT- Analyser®?°, fornecidos

pelos fabricantes do microtomaografo.

2.7. Medidas Volumétricas

No presente estudo, foram avaliados os parametros volumétricos: Volume
0sseo, relacado entre volume 6sseo e volume total, superficie éssea, relagéo entre

superficie 6ssea e volume total, nUumero de trabéculas, espessura trabecular e

15 Propovan®/ Cristalia — Itapira-SP

18 Solugéo de cloreto de potassio 19,1% - Industria Farmacéutica EQUIPLEX®- Goiania
17 Microtomografo SkyScan® 1172, Bruker, Bélgica

18 Software NRecon®, Bruker, Bélgica

9 Software Data Viewer®, Bruker, Bélgica

20 Software CT-Analyser®, Bruker, Bélgica
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separacao trabecular. A analise dessas medidas tem por objetivo, quantificar o volume
6sseo produzido no tecido de reparo, assim como caracteristicas estruturais do 0sso
trabecular neoformado.

Para as analises volumétricas, foi escolhido um eixo de interesse (sagital) e
utilizado um programa especifico de analise 3D (CTAnalyser®). Por meio do software
CT-Analyser®, a figura geométrica de uma circunferéncia foi escolhida para
representar a regiao a ser analisada; regiao de interesse (ROI). Esta forma geométrica
foi sobreposta a area circunferencial da falha éssea e as secc¢des bidimensionais
foram interpoladas, gerando o volume de interesse (VOI). Assim, o ROl compreende
a regido selecionada de uma Unica sec¢ao transversal 2D. O VOI refere-se a soma de

todos os ROls coletivos, representando um volume 3D selecionado.

Foram realizados os seguintes procedimentos para segmentacdo e
visibilizacdo do reparo 6sseo das falhas nas tibias proximais analisadas:

1) Escaneamento microtomografico dos fragmentos de tibia proximal excisados com
os parametros: fonte de raios-X operando com 100 KV e 100 pA, filtro de aluminio
de 0,5 mm de espessura, rotagcdo de 180° com incremento angular de 0,4°,
aquisicao de imagens com camara Hamamatsu 9300 de 10 Mp e resolucao de 8,7

um.

2) Reconstrugao microtomografica das amostras 6sseas pelo software Nrecon®,

através do algoritmo de Feldkamp et al. (1984).

3) O software Data Viewer® foi utilizado para visibilizagao e avaliagdo bidimensional
(2D) das imagens microtomograficas nos eixos sagital, coronal e transaxial
(SkyScan®, Versao 1.4.4 64-bit). O posicionamento e area de falha 6ssea padrao

de todas as amostras

4) Selecao do VOI (“volume of interest”) nas amostras, contendo a area circular do
defeito ésseo. Foram selecionadas 225 secgbes circulares bidimensionais (ROI=
"region of interest”) compreendendo a area do defeito e em seguida realizada a
interpolacdo dessas seccgdes, dando origem ao VOI. O software CTAnalyzer®
analisou e mediu a area de falha éssea de acordo com escalas de cinza (threshold).
O threshold utilizado na analise foi de 70-255 tons de cinza, possibilitanto a
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obtencao do volume de osso formado no tecido de reparagdao (Ramalho-Ferreira et
al., 2015).

A partir das imagens geradas, o software CT-Analyser® disponibilizou em
arquivo de texto os resultados do padrdao de preenchimento trabecular 6sseo
(numero, espessura e separacao das trabéculas) nas falhas tibiais, a produgao de
tecido 6sseo (volume 6ésseo, superficie dssea e porcentagem de volume dsseo
formado), com e sem a aplicagdo do xenoenxerto, possibilitando determinar a relagéo
entre a aplicagdo da matriz 6ssea desmineralizada caprina e a proliferagdo éssea em

coelhos da raca Nova Zelandia.

2.8. Analise Estatistica

A analise estatistica foi feita utilizando-se o programa R?'. Para a selecéo do
teste estatistico mais adequado, foram realizados os testes de homocedasticidade
(teste de Levene) e normalidade (teste de Cramer-von Mises). A analise estatistica foi
realizada por meio da aplicacao de testes paramétricos. Para a comparacao entre os
resultados obtidos no grupo controle (GC), no grupo matriz (GM) e nos diferentes
tempos de eutanasia (15, 30, 60 e 90 dias) foi aplicado o teste de analise de variancia
ANOVA. As médias entre grupo controle e matriz em cada tempo de eutanasia foram
entdo comparadas através do teste T student, considerando um nivel de significancia
de 95% (p<0,09).

3. RESULTADOS

O periodo experimental em que houve utilizagdo animal, transcorreu sem
maiores intercorréncias. Em avaliacdo clinico-cirirgica, todos os animais
apresentaram deambulacdo e suporte de peso normal em ambos os membros
operados, imediatamente apds o retorno anestésico. As feridas cirdrgicas de ambas
as tibias apresentaram selamento da pele aos 10 dias de pos-operatoério, sem sinais

21 Software R — versdo 3.5.1, GNU Project
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de inflamacao, automutilagdo, seroma ou demais secre¢des que indicassem infecgéo
do sitio cirurgico e/ou rejeicdo ao enxerto. Os pontos de pele foram removidos e as
avaliacdes subsequentes, até o periodo de eutanasia de cada grupo, permaneceram

sem alteracdes dignas de nota.

3.1. Analise Microtomografica

As imagens tridimensionais obtidas apds o escaneamento das amostras de
tibia proximal foram analisadas por meio do software Data Viewer®, disponibilizado
pela empresa fabricante do microtomografo utilizado.

Devido a possibilidade de visibilizagao das amostras virtuais nos planos sagital,
coronal e transaxial, foi possivel acompanhar o processo de reparagdo do defeito
6sseo induzido, com riqueza de detalhes (Figuras 2 — 5).

Analisando as imagens microtomograficas das amostras do grupo controle aos
quinze dias de pos-operatério (Figura 2) é possivel notar fragmentos Osseos
radiopacos, oriundos da perfuracao cirurgica, presentes no centro da falha éssea. Ja
nas imagens do grupo que recebeu o biomaterial, no mesmo tempo experimental, o
centro da falha 6ssea permanece radioluscente, devido a presenca da matriz
desmineralizada recém implantada. Nesse periodo ainda nao era possivel observar

proliferacado 6ssea significativa em nenhum dos grupos.
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Figura 1 — Imagens microtomograficas obtidas aos 15 dias pds-operatérios, por meio
do software Data Viewer®, em trés eixos (sagital, coronal e transaxial -
respectivamente) de amostra 6ssea proximal de tibia de coelho, adulto da raga Nova
Zelandia do grupo controle (A, B e C), notar fragmentos 6sseos radiopacos, oriundos
da perfuragao cirurgica, presentes no centro da falha éssea (setas) e do grupo matriz,
(D, E e F) com centro da falha 6ssea radioluscente, devido a presengca da MODc
(cabecas de seta). Jaboticabal — SP, 2019.

As imagens microtomograficas das amostras tibiais no tempo experimental de
trinta dias (Figura 3), demonstraram radiolucéncia no centro do defeito de ambos os
grupos, quando observado o eixo sagital da amostra. Ja nos eixos coronal e transaxial,
foi visibilizado inicio do reparo 6sseo, seguindo das margens para o centro da falha
6ssea. E notavel a atividade éssea em ambos os grupos, porém com maior
intensidade proliferativa nas amostras do grupo controle. A radiopacidade do tecido
6sseo neoformado € menos intensa, quando comparado a cortical original adjacente,

qgue compreende as bordas do defeito analisado.
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Figura 2 - Imagens microtomograficas obtidas aos 15 dias p6s-operatérios, por meio
do software Data Viewer®, em trés eixos (sagital, coronal e transaxial -
respectivamente) de amostra 6ssea proximal de tibia de coelho, adulto da raga Nova
Zelandia do grupo controle (A, B e C) e do grupo matriz, (D, E e F). E observado inicio
do reparo 6sseo, orientado das margens para o centro da falha 6ssea em ambos os
grupos (setas). Jaboticabal — SP, 2019.

Aos sessenta dias pos-operatoérios (Figura 4) foi observado preenchimento
0sseo parcial as trés projecdes, com maior proliferacao éssea, nas amostras do grupo
controle, quando comparado ao grupo com presenca de MODc. O reparo tecidual em
ponte observado, possuia aspecto mais radiopaco, em comparagao ao observado no

tempo experimental de trinta dias, aproximando-se da densidade éssea original.
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Figura 3 - Imagens microtomograficas obtidas aos 60 dias pds-operatdrios, por meio
do software Data Viewer®, em trés eixos (sagital, coronal e transaxial -
respectivamente) de amostra éssea proximal de tibia de coelho, adulto da raca Nova
Zelandia do grupo controle (A, B e C) e do grupo matriz, (D, E e F). Visibilizado
preenchimento ésseo parcial as trés projecdes, com maior proliferacdo 6ssea, nas
amostras do grupo controle, quando comparado ao grupo com presenca de MODc.
Jaboticabal — SP, 2019.

A analise das imagens microtomograficas obtidas no tempo experimental de
noventa dias (Figura 5), demonstrou fechamento quase completo das falhas ésseas
em ambos os grupos, nos trés eixos analisados. Foi possivel visibilizar a formacgao de
ponte 6ssea de maior espessura e radiopacidade, quando comparado aos tempos

experimentais anteriores.
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Figura 4 - Imagens microtomograficas obtidas aos 90 dias pés-operatérios, por meio
do software Data Viewer®, em trés eixos (sagital, coronal e transaxial -
respectivamente) de amostra 6ssea proximal de tibia de coelho, adulto da raga Nova
Zelandia do grupo controle (A, B e C) e do grupo matriz, (D, E e F). Notar
preenchimento subtotal da falha 6ssea em ambos os grupos, e tecido de reparo em
ponte com densidade similar a cortical original, porém de menor espessura (setas)
Jaboticabal — SP, 2019.

3.2. Medidas Volumétricas

Para melhor compreenséao dos resultados, os valores numéricos das variaveis
analisadas (Volume Osseo, Relagao entre Volume Osseo e Volume Total, Superficie
Ossea, Relacdo entre Superficie Ossea e Volume Total, Nimero de Trabéculas,
Espessura Trabecular e Separagéo Trabecular) foram distribuidos na Tabela 1 e para
melhor visibilizacdo, foram utilizados graficos para cada parametro tridimensional

avaliado.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrao dos parametros volumétricos (Volume Osseo,
Relacdo entre Volume Osseo e Volume Total, Superficie Ossea, Relagéo entre
Superficie Ossea e Volume Total, Nimero de Trabéculas, Espessura Trabecular e
Separacao Trabecular) de amostras de tibia proximal de coelhos da raca Nova
Zelandia, adultos nos tempos de eutanasia de 15, 30, 60 e 90 dias.

Grupos

GC15

GM15

GC30

GM30

GC60

GM60

GC90

GM90

(VO,
mm?®)

265+
1,56 a

0,56 +

0,46 b

56+
2,54 a

3,37
2,56 b
6,27 +
217
51%
2,01

10,45 +

2,30 a

7,08 £
225Db

(%)

5,39 %
3,18 a

1,14 +
0,94 b

11,39
+5,15
a
6,87
521b

12,76
+ 4,42

10,38
+4,10

21,25
+ 4,67
a
14,39
+4,57
b

ossea
(SO,
mm?)

193,28 +

55,79 a

37,05
18,19 b

242,64 +
92,83

169,28
89,96

196,02 £
81,05

158,290
63,03

188,82 +
28,18 a

130,76 +
48,06 b

Volume VO/VT Superficie SO/VT
0sseo

(mm)

3,92+
1,14 a
0,74 +
0,37 b
502+
1,88

3,43 +
1,83
3,97 +
1,64
3,21+
1,28
3,83+
0,57 a

2,65+
0,98 b

Numero
de
trabéculas
(Tb.N,
mm)
0,73+0,23
a
0,11 £ 0,07
b

1,39 £ 0,52

0,87 + 0,57
1,29 £ 0,52
0,99 + 0,45

1,49 £ 0,32
a

0,94 £ 0,44
b

Espessura Separagao

trabecular
(Tb.Th,
mm)

0,06 + 0,03
0,07 + 0,06

0,07 £ 0,02

0,06 + 0,05
0,09 + 0,03
0,08 + 0,05

0,13+0,03

0,15+ 0,03

trabecular
(Tb.Sp,
mm)

0,54 £ 0,11
0,66 +0,19

0,6 £0,24

0,56 + 0,25
0,95+ 0,35
0,89+0,15

0,89+0,12

0,97 £ 0,22

Letras diferentes entre animais do grupo controle e grupo matriz nos mesmos tempos de eutanasia
(ex: GC15 — GM15) indicam significancia estatistica entre as médias pelo teste T Student (P<0,05).

Jaboticabal, SP —2019.

VO: Volume 6sseo
VT: Volume total
VO/VT: Relagéo entre volume 6sseo e volume total

SO/VT: Relagéo entre superficie 6ssea e volume total
Tb.N: Namero de trabéculas
Tb.Th: Espessura trabecular
Tb.Sp: Separagéo trabecular

Em relagdo ao Volume Osseo, em mm3, o grupo controle de 15, 30, 60 e 90
dias apresentou médias e desvios-padrao de 2,65 + 1,56; 5,6 + 2,54; 6,27 £ 2,17,

10,45 £ 2,30, respectivamente. No grupo matriz de 15, 30, 60 e 90 dias os valores
+ 2,01; 7,08 %

demonstrando diferenca estatisticamente significativa entre as médias, nos dias 15,

foram 0,56

30 e 90 (Figura 6).

+ 0,46; 3,37

2,56; 51

2,25, respectivamente,
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Volume dsseo (VO)

12,00
10,46 a

10,00

8,00 7,08 b

6,00 5,60 a

6,28
5,10
B GC
3,38b
400 5 654 B GM
2,00
0,00 L
15 30 60

90

Volume Osseo (mm?3)

Tempo (dias)

Figura 6 - Representagao grafica dos Valores das médias de Volume Osseo
(mm?3) das amostras de tibia proximal dos grupos controle (GC) e matriz (GM) nos
respectivos tempos de eutanasia (15, 30,60 e 90 dias). Letras diferentes entre animais
do grupo controle e grupo matriz nos mesmos tempos de eutanasia (ex: GC15 —
GM15) indicam significancia estatistica entre as médias pelo teste T Student (P<0,05).
Jaboticabal, SP —2019.

Referente aos valores da relagdo entre Volume Osseo e Volume Total,
expresso em percentual, os valores das médias e desvios-padrao do grupo controle
de 15, 30, 60 e 90 dias foram 5,39 + 3,18; 11,39 + 5,15; 12,76 + 4,42; 21,25 + 4,67,
respectivamente. Ja as médias e desvios-padrao dos grupos matriz de 15, 30, 60 e
90 dias foram 1,14 £ 0,94; 6,87 + 5,21; 10,38 + 4,10; 14,39 £ 4,57, respectivamente,
caracterizando diferencas estatisticamente relevantes nos tempos de 15, 30 e 90 dias

pos-operatorios (Figura 7).



26

Relag¢do entre Volume Osseo e Volume Total
(vOo/VT)

25,00
21,26 a

20,00

14,40 b
— 15,00 12,76
11,40 a

10,39
mGC
10,00 6,87 b
539a i
5,0
. 115b
0,00 I
15 30 60 90

Tempo (dias)

BV/TV (%

Figura 7 - Representacao grafica dos Valores da relagao entre Volume Osseo
e Volume Total (%) dos grupos controle (GC) e matriz (GM) nos respectivos periodos
de eutanasia (15, 30 ,60 e 90 dias). Letras diferentes entre animais do grupo controle
e grupo matriz nos mesmos tempos de eutanasia (ex: GC15 — GM15) indicam
significancia estatistica entre as médias pelo teste T Student (P<0,05). Jaboticabal,
SP —-2019.

Houve diferenca estatistica entre os grupos controle e matriz, para a variavel
Superficie Ossea (mm?), nos tempos de 15 e 90 dias p6s-operatérios, obtida através
da correlagéo entre as médias pelo teste T student (P<0,05). Os valores das médias
e desvios-padrao dos grupos controle (GC15, GC30, GC60 e GC90) foram 193,28 +
55,79; 242,64 + 92,83; 196,02 + 81,05; 188,82 + 28,18 respectivamente. Para os
grupos matriz (GM15, GM30, GM60 e GM90), as médias e desvios-padrdo foram
37,05 + 18,19; 169,28 + 89,96; 158,29 + 63,03; 130,76 *+ 48,06, respectivamente
(Figura 8).
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Superficie Ossea (SO)

300,00

242,64
250,00

193,28 a 196,02
200,00 N 188,82 a
! 158,29
150,00 30,76 b
mGC
100,00 BGM
50,00 37,05 b
000 -
15 30 60 90

Tempo (dias)

Superficie Ossea (mm?)

Figura 8 - Representacao grafica dos Valores de Superficie Ossea (mm?) dos
grupos controle (GC) e matriz (GM) nos respectivos periodos de eutanasia (15, 30 ,60
e 90 dias). Letras diferentes entre animais do grupo controle e grupo matriz nos
mesmos tempos de eutanasia (ex: GC15 — GM15) indicam significancia estatistica
entre as médias pelo teste T Student (P<0,05). Jaboticabal, SP — 2019.

A relacéo entre a Superficie Ossea e Volume Total (mm), apresentou diferenca
estatisticamente significativa nos tempos de eutanasia de 15 e 90 dias, com as médias
e desvios-padrao dos grupos controle (GC15, GC30, GC60 e GC90) em 3,92 + 1,14,
5,02 + 1,88, 3,97 £ 1,6; 3,83 £ 0,57, respectivamente. Os valores obtidos dos grupos
matriz (GM15, GM30, GM60 e GM90) foram 0,74 + 0,37, 3,43 £ 1,83; 3,21 + 1,28, 2,65

+ 0,98, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo grafica dos Valores da relacao entre Superficie
Ossea e Volume Total (mm) dos grupos controle (GC) e matriz (GM) nos respectivos
periodos de eutanasia (15, 30 ,60 e 90 dias). Letras diferentes entre animais do grupo
controle e grupo matriz nos mesmos tempos de eutanasia (ex: GC15 - GM15) indicam
significancia estatistica entre as médias pelo teste T Student (P<0,05). Jaboticabal,
SP —2019.

Em relacdo ao parametro Numero de Trabéculas (mm), os valores das médias
e desvios-padrao observados nos grupos controle (GC15, GC30, GC60 e GC90)
foram 0,73 +0,23; 1,39+ 0,52; 1,29 £ 0,52; 1,49 + 0,32, respectivamente. Ja os valores
das médias e desvios-padréo dos grupos matriz (GM15, GM30, GM60 e GM90) foram
0,11 +0,07;0,87 £0,57; 0,99 + 0,45; 0,94 £ 0,44, respectivamente. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e matriz, nos

tempos de 15 e 90 dias (Figura 10).
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Figura 10 - Representacao grafica dos Valores do Numero de Trabéculas (mm)
dos grupos controle (GC) e matriz (GM) nos respectivos periodos de eutanasia (15,
30,60 e 90 dias). Letras diferentes entre animais do grupo controle e grupo matriz nos
mesmos tempos de eutanasia (ex: GC15 — GM15) indicam significancia estatistica
entre as médias pelo teste T Student (P<0,05). Jaboticabal, SP — 2019.

As variaveis tridimensionais de Espessura Trabecular (mm) e Separacgéo
Trabecular (mm), ndo apresentaram diferencgas estatisticas (Tabela 1) para os valores
das médias entre os grupos controle e matriz nos referidos tempos de eutanasia (15,
30, 60 e 90 dias).

4. DISCUSSAO

Diversos animais, principalmente roedores e pequenos mamiferos sao
utilizados como modelos experimentais em estudos de reparo 6ésseo e
desenvolvimento de biomateriais. Neste trabalho o coelho foi escolhido como modelo
experimental, tendo em vista seu facil manejo, temperamento calmo e por seu maior
tamanho, quando comparado com outros roedores utilizados em pesquisas, como
ratos, camundongos, hamsters e cobaias, permitindo facil acesso cirurgico e
confecgao de defeitos maiores. Além desses fatores, algumas semelhancas ja foram
relatadas quanto a composicdo 6ssea, remodelacdo e densidade entre modelos
animais e seres humanos (Pearce et al., 2007). Por exemplo, a densidade éssea e

resisténcia a fraturas sdo muito semelhantes em coelhos e humanos (Wang et al,,
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1998). A elaboracédo de duas falhas 6sseas por animal, possibilitou a comparacao
direta entre as unidades experimentais, com redug¢ao da variabilidade individual e a
consequente necessidade de um menor niumero de animais, assim como descrito em
diversos estudos (Guerra, 2003; Matos, 2008; Martins, 2009 e Palma, 2009)

A matriz 6ssea desmineralizada (MOD) € um biomaterial que se encontra em
pleno desenvolvimento e pesquisa, por suas propriedades de osteoconducao e
osteoinducao decorrentes de estrutura tridimensional colagenosa e da liberacao de
proteinas morfogenéticas 6sseas e fatores de crescimento, outrora retidos na matriz
6ssea mineral (Giannoudis et al., 2005; Hoffer et al., 2008; Introini, 2011).

O processo de desmineralizagdo éssea com acido cloridrico (HCI) utilizado em
nosso estudo € embasado pelos resultados de Nade e Burwel (1977), que testaram
diversos acidos, porém, a maioria deles afetava as propriedades quimicas e
bioquimicas da matriz, além de promoverem a formacdo de células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho; diversamente, nos desmineralizados em HCI,
nao houve formacao dessas células.

Schwartz et al. (1998) constataram que a matriz éssea desmineralizada obtida
de doadores mais jovens apresentam capacidade osteoindutiva superior, quando
comparado aquelas oriundas de pacientes mais velhos, ndo sendo observada
diferenca em relagéo ao sexo do doador. Devido a origem do tecido ésseo utilizado
para produgdo da MOD desta pesquisa ser proveniente de abates peridédicos de
caprinos para o consumo humano, nao foi possivel estabelecer a idade e sexo dos
animais doadores, porém, de acordo com Madruga et al. (1999), no Brasil o abate
desses animais ocorre principalmente entre 8 e 12 semanas de vida. Estudos com
ratos, apresentam resultados conflitantes, onde Syftestad e Urist (1982) encontraram
maior osteoindugéo utilizando ossos de doadores jovens em relacdo a ossos de
animais mais velhos, ja Jergensen et al. (1991) obtiveram resultados opostos, em que
a matriz 6ssea obtida de animais mais maduros apresentou maior atividade
osteoindutiva quando comparada a proveniente de ratos pré-puberes ou jovens,
permanecendo essa variavel ainda nao completamente elucidada.

Frequentemente a matriz é6ssea desmineralizada humana &€ combinada com
outros componentes, no intuito de facilitar sua manipulagdo e aplicacdo no sitio

receptor, transformando-a em pasta ou massa. Esses carreadores devem ser
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biocompativeis (osteocompativel), ndo reduzir a osteocondutividade da MOD e manter
o enxerto estavel durante seu posicionamento (Gruskin et al., 2012). No presente
estudo, foi utilizado o biomaterial particulado puro, no intuito de evitar interferéncias
externas de qualquer substancia que originasse respostas do tipo corpo estranho,
resultando em inibicdo/desativagdo ou rejeicado do biomaterial (Han et al., 2005). A
auséncia de carreador foi fator inconveniente durante os procedimentos cirurgicos,
tornando a manipulagao do biomaterial mais dificil e consequentemente aumentando
o tempo cirurgico necessario a implantagcao, assim como a possibilidade de perda de
parte do material para o canal medular, corroborando informagées obtidas por Gruskin
et al. (2012).

Outras propriedades desejaveis dos enxertos de matriz 6ssea desmineralizada
€ um sistema de aplicacdo minimamente invasiva e sem problemas especiais de
manejo como refrigeracao ou aquecimento (Lee et al., 2011). A matriz 6ssea
desmineralizada utilizada no estudo em questado, foi conservada pura e seca, em
envelopes esterilizados por 6xido de etileno a temperatura ambiente, de acordo com
as recomendacgdes de Han et al. (2005) onde afirmam que quando conservada seca,
a MOD pode preservar sua atividade osteoindutora até a temperatura de 65°C, mas
na presenca de umidade, a atividade diminui com o tempo de incubagao, perdendo
cerca de 90% de sua atividade quando mantida por 5 semanas a 65°C ou em
temperaturas mais elevadas.

A grande maioria das preparagdes comerciais a base de MOD fornece
osteoinducao e osteoconducado, porém, nado apresentam propriedades mecanicas
substanciais referente a estabilizacdo, sendo preferencialmente utilizadas em sitios
receptores estaveis e livre de contaminacédo (lwata et al., 2002), assim como o
realizado nesse estudo, em que, devido a falha éssea circular monocortical escolhida,
nao foi necessario a utilizagao de implantes exégenos para estabilizar o sitio receptor
(An e Friedman, 1999).

A MOD fragmentada utilizada no presente experimento, por ser particulada, nao
oferecia estabilidade mecanica ao sitio de implantacdo. Porém, como o intuito do
trabalho foi observar inicialmente o comportamento do biomaterial in-situ, o defeito

circular de 6 mm, realizado em concordancia ao estudo de Freitas et al. (2006),
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mostrou-se adequado, pois devido sua estabilidade, nado conferia movimentagcdo na
interface osso-MOD, nao havendo interferéncia no processo de produgéo éssea.

A escolha de uma substancia para ser usada como biomaterial depende da
analise de requisitos, como a biocompatibilidade (efeito do ambiente organico no
material e efeito do material no organismo), a biodegradabilidade (fenbmeno em que
o material é degradado ou solubilizado em fluidos orgéanicos, sumindo do sitio de
implantacao), assim como a velocidade de degradagcéao do material (Tabata, 2009). A
matriz 6ssea desmineralizada caprina, apesar de sua origem xenégena, apresentou
biotolerancia em coelhos, ndo demonstrando causar rejeicéo ou resposta inflamatoéria
exacerbada no local de implantagédo durante os noventa dias experimentais.

Segundo Albrektsson e Johansson (2001) a utilizacao de enxertos ésseos
alégenos e xendgenos apresentam maiores chances de rejeicado do material
implantado devido a resposta imunoldgica do organismo receptor, assim como a
possibilidade de disseminacdo de doencas infecciosas. Esta constatacdo néao foi
observada em nossa pesquisa, onde de acordo com as avaliagdes clinico-cirurgicas
realizadas do periodo pés-operatério imediato até o tempo de eutanasia, todos os
animais do estudo permaneceram clinicamente higidos e sem sinais de alteracbes
sistémicas ou no sitio de implantacao da MOD, assim como descrito por Moraes et al.
(2005), quando utilizaram enxerto xenégeno na reparacao de fraturas. Atribuimos a
inocuidade da MOD caprina ao processamento acido ao qual foi submetida,
eliminando potenciais agentes infecciosos, além de reduzir seu potencial antigénico,
considerado mais elevado em ossos mineralizados (Gruskin et al., 2012). Nao ficou
evidenciada também, diferengca macroscopica entre os membros direito (controle) e
esquerdo (MOD), demonstrando técnica asseéptica, método de
esterilizagdo/conservacdo do enxerto, manejo da ferida e terapia antimicrobiana
adequados (lamaguti et al., 1995).

A microscopia eletrénica (ME) permite a visibilizacdo de arcabougos porosos,
possibilitando, inclusive, observar as interconexdes entre os poros (Osathanon et al.,
2008; Yu et al., 2008); visibilizar a interface entre materiais bioativos e o osso (NI et
al., 2006); observar a proliferacao endotelial (Yu et al., 2009); visibilizar a morfologia
de superficie, antes e ap6s a implantacao no sitio receptor (Yu et al., 2008; Malafaya

e Reis, 2009); assim como a observacao de pequenos defeitos estruturais, como a
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presenca de microfissuras (Cardoso et al., 2006). Apesar da sua grande aplicacao
clinica, esse método de analise possui algumas limitacées, uma vez que fornece
informacdes apenas em duas dimensdes. A microtomografia computadorizada,
método utilizado na pesquisa em questao, soluciona essa limitacdo da ME, além de
permitir a quantificacéo das propriedades estruturais dos tecidos duros (Klein et al.,
2009). Outra limitacdo da ME esta relacionada ao fato de ser um método invasivo,
envolvendo a destruicdo da estrutura tridimensional original da amostra, para
confecgcao de laminas de microscopia, enquanto p-CT € um método nao-invasivo de
analise estrutural em trés dimensdes (Cooper et al., 2004). Em contrapartida, a ME
permite a visibilizagdo dos componentes celulares envolvidos no processo de
regeneracao do tecido 6sseo, caracteristica que a pu-CT nao possui. Dessa forma,
podemos considerar que ambos os exames de imagem fornecem informacdes
complementares ao pesquisador, € quando possivel, devem ser associados para
resultados mais fidedignos.

As imagens microtomograficas demonstraram detalhadamente a progresséao
do reparo 6sseo, ao longo do tempo, em ambos os grupos, assim como citado por
Morgan (2009). A taxa de formacao de reparo tecidual foi crescente nos tempos
experimentais (15, 30, 60 e 90 dias). Apesar da semelhanca estrutural visibilizada nas
reconstrucdes tridimensionais e na macroscopia, entre os grupos, houve producao
0ssea acentuada no grupo controle, de acordo com os dados volumétricos obtidos
pelo software CTAnalyser (Tabela 1). No tempo experimental de quinze dias, houve
maior discrepancia dos valores de producao de tecido de reparo entre os grupos (GC
e GM). Acreditamos que essa diferenca seja devido a permanéncia de tecido cortico-
esponjoso autdégeno no local da falha 6ssea, logo apds a perfuragao das tibias do
grupo controle, sendo estes fragmentos contabilizados como tecido de reparo pelo
software utilizado, o que nao ocorreu nas tibias com implante de MOD, devido ao

acomodamento do biomaterial radioluscente no espaco do defeito ésseo.

Aos sessenta dias de poés-operatério, foi observado crescimento ésseo em
ponte entre as margens da falha 6ssea, em ambos os grupos, corroborando os
resultados de Zhukauskas et al. (2010), que realizaram experimento em modelo

similar, encontrando formacéo éssea em ponte, seis semanas apés a aplicacédo de



34

MOD humana em tibia de coelhos. Segundo os mesmos autores, ap6s 12 semanas
de implantacdo, a MOD havia sido completamente reabsorvida e reposta por osso
neoformado, semelhante aos resultados do nosso trabalho, em que aos 90 dias, a
falha éssea demonstrou preenchimento parcial por novo tecido 6sseo, em ambos os
grupos. Stubbs et al. (2004), avaliando aplicagdo de hidroxiapatita em defeitos tibiais
de coelhos, também obtiveram tempos de reparo 6sseo similares ao presente
trabalho, em que apds 6 semanas de implantacao dos biomateriais, o reparo cortical
ainda nao era visivel radiograficamente. Ap6s 12 semanas foi notado inicio de
formacgéo éssea cortical, com crescimento 6sseo orientado das extremidades para o
centro do defeito, completando o reparo apos 24 semanas. Contudo, segundo Walsh
et al. (2003) esse modelo experimental apresenta limitagdes, pois mesmo os defeitos
06sseos que nao receberam biomaterial, apresentaram reparo completo em 24

semanas, assim como o observado em nossos resultados.

E provavel que a maior producdo éssea observada no grupo controle seja
decorrente das propriedades osteogénica, osteocondutora e osteoindutora, presentes
no 0sso esponjoso autdgeno, considerado como padrao ouro na enxertia 0ssea
(Albrektsson; Johansson, 2001; Precheur, 2007), mantido no defeito 6sseo apés a
perfuracdo. Fatores relacionados ao biomaterial também podem explicar a menor taxa
de producao éssea observada nas tibias que receberam a MOD caprina, como a
auséncia de carreador adequado, a granulometria e o potencial osteoindutor, ndo

estabelecidos, dos animais doadores da MOD utilizada (Gruskin et al., 2012).

Devido a natureza nao destrutiva das analises realizadas, ap6s o
escaneamento microtomografico, as amostras foram acondicionadas em recipientes
com alcool 70, possibilitando futuros estudos complementares a este, incluindo
avaliacdo histolégica e imunohistoquimica, agregando informagdes qualitativas do
processo biolégico envolvido com inflamacao e alteragbes teciduais (Lindhe et al.,
2003; Molinaro et al., 2010).

5. Conclusao

Os presentes resultados indicaram que a matriz 6ssea desmineralizada caprina
demonstrou ser biotoleravel e segura, comprovando por meio de microtomografia

computadorizada, o inicio da reparagdo 6ssea em 30 dias apds implantagcao, bem
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como a formacéao de ponte 6ssea aos 60 dias. A MOD de caprinos foi eficaz no reparo
de falhas 6sseas em coelhos, quando seguido o descrito protocolo. Contudo, séo
necessarios estudos futuros, para o estabelecimento do inicio da remodelacao 6ssea,
assim como de caracteristicas como a granulometria, carreador ideal e possiveis

associagdes da MOD caprina com outros materiais.
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