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AVALIACAO DA RESPOSTA TECIDUAL A DOISIMPLANTES DE
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O objetivo deste trabalho foi realizar a andlise histomorfométrica das alteracdes
celulares durante o reparo de defeitos criticos na cavéria de ratos Wistar (Rattus
norvegicus) tratados com duas hidroxiapatitas (HA) de diferentes caracteristicas fisico-
guimicas. Foram observados cortes histol 6gicos de 60 animais divididos em trés grupos
experimentas. grupo | (coagulo, controle), grupo Il (HA-1, HA com 28% de
cristalinidade) e grupo Il (HA-2, HA com 70% de cristalinidade), os quais foram
mortos com 1, 3, 6 e 9 meses apos a implantacdo (n=5/grupo/periodo). A andise
histomorfométrica envolveu a identificagdo e quantificacdo de células inflamatorias,
especificamente polimorfonucleares, mastécitos, macréfagos (anti-lisozima), células
gigantes multinucleadas tipo corpo estranho, quantificagdo da densidade de microvasos
(anti-Fator VIII) e a intensidade da proliferacdo celular (anti-PCNA). Foram
determinadas, ainda, as &reas de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterial. Os resultados
mostram gue ndo houve diferencas significativas quanto a qualidade e quantidade de
células do infiltrado inflamat6rio entre os grupos experimentais. Observou-se um
aumento progressivo da area de tecido conjuntivo ao longo dos periodos experimentais.
A &rea maxima de 0sso (p<0,05) foi aingida no grupo HA1 (6 meses), diminuindo ao
final do 9° més, igualando-se aos outros grupos (p>0,05). Concluiu-se que as HA-1 e
HA-2 sdo biocompativeis, ndo absorviveis e que a cristalinidade ndo afetou a resposta
celular nem proporcionou aumento na érea de 0sso heoformado em relacdo ao coagulo.
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The aim of this work was to realize histomorfometrical analysis of cellular
response during the healing of critical size bone defect in calvaria of Wistar (Rattus
norvegicus) rats treated with two hydroxyapatites (HA) with different physical and
chemical characteristics. It was anayzed histological sections of 60 animals which
were divided into three experimental groups: group | (clot, control), group Il (HA-1, HA
with 28% of crystallinity) e group 111 (HA-2, HA with 70% of crystallinity) and killed 1,
3, 6 and 9 months after implantation (n=5/group/period). The histomorfometrical
analysis involved the identification and quantification of inflammatory cells, especialy
polimorphonuclears, mast cells, macrophages (anti-lisozima), foreign body
multinucleated giant cells, quantification of micro vessel density (anti-factor VIII) and
cell proliferation intensity (anti-PCNA). In addition, connective tissue, bone and
biomaterial areas were determined. The results show not significant difference whatever
the quality and quantity of infiltrated inflammatory cells between the experimental
groups. It was observed a progressive increase of connective tissue area during
experimental periods. The greater bone area (p<0.05) was obtained on group HA1 (6
months), decreasing at the end of 9" month, similar to others groups (p>0.05). In
conclusion, HA-1 and HA-2 were biocompatible and not absorbable; crystallinity has no

influence on cell response and has not increased new bone formation in comparison to
clot.
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GLOSSARIO!

Antigeno:

Qualquer substancia que sob condicdes apropriadas € capaz de estimular a formagéo de
anticorpos.

Avidina:

E uma glicoproteina obtida a partir da clara do ovo ocorrendo também no oviduto de
vérias espécies aves. E uma molécula quadrivaente onde cada lado da molécula
contém um par de receptores para a biotina.

Biotina:

Vitamina (vitamina H) de baixo peso molecular, hidrossollvel, derivada da dieta e de
bactérias intestinais. Pode ser ligada covalentemente a cadeia de aminoécidos ou
acucares de proteinas e glicoproteinas.

Citocina:

Proteina de sinalizagéo extracelular que atua como um mediador local na comunicagdo
céulacédula

Citoesqueleto:

Sistema de filamentos protéicos no citoplasma de uma célula que confere a forma
celular e a capacidade de movimento direcionado.

Citoplasma:

O congtituinte mais externo do citoplasma é a membrana plasmética. No citoplasma se
localizam o citoesqueleto, as organelas (mitocdndrias, reticulo endoplasmético,
lisossomos, peroxissomos e complexo de Golgi) e os depositos ou inclusoes.

Dextrano:

Polimero de ato peso molecular. Muito utilizado em contrastes para imaginologia
meédica, sobretudo com o objetivo de aumentar o0 tempo de retencéo destes compostos.
DNA (acido desoxirribonucléico):

Serve como armazenador da informacdo hereditaria dentro de uma célula e como o
carreador dessa informacéo de uma geracdo para a outra.

Epitopo:

E o determinante antigénico, o sitio exato de ligagdo do anticorpo na molécula do

antigeno.

! Fonte: (ALBERTS et al 2004, JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004)
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Estreptoavidina:

Obtida a partir do Streptomyces avidinii nd contém carboidrato, possui ponto
isoelétrico préximo do neutro, mantém as propriedades de ligacdo da avidina sem
apresentar, entretanto problemas fisicos indesgjaveis.

Fagocitose:

Propriedade de aguns tipos celulares, como os macréfagos e os leucdcitos
polimorfonucleares de englobar e eliminar bactérias, fungos, protozodrios, células
danificadas e moléculas do meio extracelular que setornaram desnecessarias.
Lisossomo:

Organela delimitada por membrana, presente em células inflamatérias, contendo
enzimas digestivas, as quais sdo tipicamente mais ativas no pH acido.

Integrina:

Membro de uma grande familia de proteinas transmembrana envavidas na adeséo de
células amatriz extracelular e na adeso de umacélula aoutra.

Interleucinas:

S&0 proteinas (citocinas) que medeiam, principalmente, interacbes locais entre
leucdcitos durante a resposta imune e a inflamacdo. Além disso, elas agem também
sobre as células de outros sistemas que possuam receptores apropriados, participando da
resposta inflamatoria, da cicatrizacdo das feridas e de outros processos bioldgicos.
Matriz extracelular:

E uma rede de macromoléculas (polissacarideos e proteinas) secretada por céulas que
desempenha muitas funcdes mas a mais importante delas é a de sustentacéo. Ela
auxilia a manter células e tecidos unidos e fornece um ambiente organizado no qua as
células migratérias podem mover-se e interagir umas com as outras de forma ordenada.
Megacariocitos:

Os megacariocitos sdo células da medula 6ssea responsaveis pela producéo de plaguetas
sanguineas. A producdo de plaquetas ocorre quando o citoplasma de um megacariocito
se fragmenta.

Monécitos:

Tipo de célula branca do sangue que deixa a corrente sanguinea e matura, originando os
macrofagos, nos tecidos.

Peroxidase:

E uma enzima que promove a oxidac30 de certos substratos e a transferéncia de ions de
hidrogénio para peréxido de hidrogénio produzindo ao mesmo tempo moléculas de
agua.
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Pseudoépodos:

Prolongamentos emitidos pela célula realizadora da fagocitose que engloba a substancia
ou microrganismo em um vacuolo intracelular.

Queratinoécitos:

Cdulas da epiderme cuja atividade é a sintese de proteinas (queratina) que déo a
epiderme a suaresisténcia.

Quimiocina:

Pequena proteina que atrai células, tais como as células brancas (inflamatorias),
movendo-as em diregdo da fonte quimiotética. E importante no funcionamento do
sistemaimune.
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1. INTRODUCAO

A biocompatibilidade das substancias sintéticas utilizadas para a substitui¢cdo dos
tecidos hiologicos sempre foi uma grande preocupacdo na clinica médica e
odontolégica. A reparacéo da area ferida, na maioria dos casos, pode ocorrer através da
substituicdo da arquitetura do tecido lesado por outra distinta da original., conceituada
como cicatrizagdo (WIKESJO et a., 1992) diferentemente da regeneragdo onde o
processo de reparo tecidual culmina com o restabelecimento integral dos aspectos
morfol 6gicos e funcionais (CARVALHO et al., 2004).

A previsibilidade dos tratamentos para a regeneracdo do tecido ésseo perdido
depende de varios fatores como a técnica cirdrgica utilizada, assepsia, topografia e
extensdo do defeito dsseo, vascularizacdo e do material de substituicdo 6ssea utilizada
(MISCH, 2006).

A utilizagdo de substitutos 0sseos na odontologia teve um grande avango nas
Ultimas décadas com o0 desenvolvimento dos biomateriais, que se tornaram
indispensaveis para os profissionais que atuam nas areas de cirurgia bucomaxilofacial .,
periodontia, cirurgia paraendoddntica, cirurgia ortognatica e implantodontia. Com o
aumento na expectativa de vida da populacdo, hA o aumento da necessidade de
reposi¢cdo de partes perdidas do corpo devido as doencas degenerativas ou aos acidentes,
visto que este tem maior probabilidade de acontecer durante um maior tempo de vida.
A maioria da populacdo também vive em grandes cidades, o0 que apresenta um indice
maior de trauma, decorrente de acidentes ou da violéncia urbana, com isto também ha
umamaior necessidade de reabilitacdo funciona e estética.

A razéo bioldgica que sustenta o uso de implantes 6sseos € o potencia gque esses
materiais possuem de conter células formadoras de 0sso (osteogénese), ou servir de
arcabouco para a formagdo éssea (osteoconducdo) ou conter substancias indutoras
Osseas (osteoinducdo) (LINDHE et al., 2005, OLIVEIRA et a., 1999, SICCA et a.,
2000).

Os materiais de implantes 0sseos utilizados podem ser classificados quanto a sua
origem (LINDHE et a., 2005, MISCH, 2006) em autdgeno (do préprio individuo,
osteoindutor, osteocondutor e osteogénico), adgeno (de individuos diferentes,
osteocondutor e osteoindutor), xendgeno (de espécie diferente, osteocondutor) (CIANI
et a., 2006) e aloplastico (sintético, osteocondutor) (CONZ et a., 2005).

Ao mesmo tempo em que intensa investigacdo € conduzida no sentido de se
entender a base da remodelacdo Gssea, muito se estuda, também, sobre alternativas
terapéuticas para perdas 6sseas (BRAZ et a., 2003). Objetiva-se o desenvolvimento de
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biomateriais para implantes 6sseos com propriedades semelhantes a do proprio 0sso,
como, por exemplo, a capacidade de remodelar. Ja € amplamente difundido e
pesquisado o uso clinico de biomateriais osteosubstitutos na odontologia (BLANK e
LEVY, 1999, FUJITA et a. 2003, GE et a., 2004, INDOVINA e BLOCK, 2002,
MEIJER et a., 2007, OLIVEIRA et d., 1999, ROSA et a. 2003, SCHNETTLER et al.,
2003, SICCA et a., 2000, SU-GWAN et al., 2001, ZITZMANN et a., 1997).

O desenvolvimento de novos biomateriais induz a necessidade de um completo
entendimento da resposta biolégica aos materiais implantados. Uma vez que o
biomaterial € introduzido no corpo, uma sequéncia de eventos ocorre no tecido
adjacente podendo terminar com a formagdo de células gigantes multinucleadas tipo
corpo estranho na interface entre o tecido e o material e desenvolvimento de capsula
fibrosa (ANDERSON, 2000, ANDERSON, 2001, GRETZER et a. 2006,
LUTTIKHUIZEN, 2006). As consequéncias da reacdo a superficie do material podem
ser devastadoras. ANDERSON et a (2007) demonstraram que a quimica da superficie
pode causar impacto ho comportamento dos macr6fagos como a adesdo, apoptose, fusdo
e secrecdo de citocinas. Aumentar nossos conhecimentos das complexas interagoes
entre célula e material ., contribui para o desenvolvimento de novos biomateriais e maior
avanco dentro da engenhariatecidual.

Como o campo da engenharia de tecidos e medicina regenerativa se expande,
biomateriais poderdo ser combinados com células, proteinas €/ou outros componentes
biolégicos, criando estruturas hibridas, apropriadas para a regeneragcdo funciona dos
tecidos doentes ou traumatizados. Um dos poucos problemas para qualquer modelo de
biomaterial sdo as interagdes entre o hospedeiro e a superficie do material aldgeno,
células do xendgeno ou possiveis células tronco implantadas. Quanto ao sitio receptor,
0 biomaterial poderia desencadear a liberagdo de mediadores inflamat6rios sinalizando
moléculas como as citocinas, fatores de crescimento e enzimas e proteinas da matriz
extracelular (MEC), visto ser diferente das células nativas do local. Dependendo do
tipo celular do implante estes mediadores podem causar vérias respostas como ativagao,
diferenciacéo, proliferacdo ou migracéo celular. Adicionamente, células proximas ou
sobre a superficie do material podem estar sujeitas a um ambiente de baixo pH e
enzimas digestivas que sdo especificas para a reacéo de corpo estranho. O biomaterial
deve prover um ambiente apropriado biomimético para permitir a sobrevivéncia celular
(ANDERSON et al., 2007).

Os implantes 6sseos sdo utilizados para reabilitacdo funciona e estética dos
pacientes, porém existem vérias escolhas possiveis paratal (BECKER, 2000, BRAZ et
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a., 2003, HENCH, 1998, TROMBELLI et al., 2002). Dentre os aloplasticos destaca-se
a hidroxiapatita, que se apresenta com diferentes caracteristicas (blocos, granulos,
diferentes porosidades e cristalinidades, entre outros). A escolha de substitutos 6sseos
sintéticos com caracteristicas fisico-quimicas controladas no processo de fabricacéo
permite a eliminacdo de um segundo sitio cirdrgico, diminuindo o tempo de cirurgia e
sua morbidade, e maior seguranca para 0 paciente eliminando a possibilidade de
transmissdo de doencas.

Os biomateriais com estruturas altamente cristalinas s&o quimicamente mais
estdveis e influenciam na ades@o celular, “in vitro” (YANG et al., 2005).
Recentemente, CONZ (2006) demonstrou ndo haver diferenca significativa no reparo de
defeito critico em calvaria de ratos tratados com HA com diferentes propriedades fisico-
guimica, entre elas a cristalinidade. A despeito deste resultado, demonstrou que a
intensidade de neoformacéo Ossea obtida era da mesma ordem de magnitude relatada
em outros trabal hos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar quantitativamente a resposta tecidua a
hidroxiapatita com diferentes propriedades fisico-quimicas, utilizadas para o
preenchimento de defeito de tamanho critico na calvéria de ratos, com relacdo ao
recrutamento de céulas inflamatérias, intensidade da angiogénese (observando a
densidade de microvasos), proliferacdo celular, bem como a variagéo na area do tecido

conjuntivo, 0s0 e biomaterial.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tecido Osseo - Consideracdes gerais

O tecido 6sseo € uma forma altamente especializada de tecido conjuntivo, onde a
matriz extracelular € mineralizada, conferindo-lhe rigidez, mas mantendo algum grau de
elasticidade. O 0sso é amaior reserva primaria de calcio do organismo, sendo o cacio
um ion essencial para a vida, pois participa da manutencéo do pH interno do corpo,
assim como na transmissdo e conducdo do impulso elétrico em nervos e muscul os.
Deste modo, o tecido 6sseo tem uma grande capacidade de remodel agdo, renovando-se
constantemente para responder as necessidades metabdlicas do corpo e a manutencdo da
estabilidade da calcemia (MARX e GARG, 1998). O osso tem a funcdo de suporte,
protecdo dos Orgaos internos e em conjunto com 0s muasculos promovem a
movimentacao dos seres (DOROZHKIN, 2007).

Em nivel molecular, o 0sso é congtituido, basicamente, de uma matriz orgéanica
colagénica (colageno tipo 1), contendo proteoglicanas de baixa massa molecular e
proteinas ndo colégenas, que correspondem a 25% de seu peso; uma parte mineral,
principalmente hidroxiapatita (HA) correspondente a 65% e &gua (10%). Sua funcdo
geral estd relacionada com a constituicdo do esgueleto, sustentacdo e fixagdo dos
musculos e depdsito para ions calcio para manutencdo da calcemia (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

M acroscopicamente h& duas formas de o0sso: cortical (compacto) e esponjoso
(medular). No osso compacto, a matriz de colageno esta organizada em forma de
lamelas concéntricas, geralmente ao redor de um cana vascular central., constituindo o
sistema de Harvers. Os canais centrais contendo nervos e vasos sanguineos se
comunicam entre si e com a cavidade medular 0ssea através dos canais de Volkmann. Ja
0 0SSO €espoNjoso apresenta uma matriz mais porosa, organizada em trabéculas. As
diferencas entre 0sso cortical e esponjoso Ndo sdo apenas estruturais, mas também
funcionais. Assim, 0 0sso cortical da resisténcia e protecdo, enquanto que 0 espon;joso
atua nas fungdes metabdlicas. O 0sso cortical ou compacto € encontrado nas diéfises de
0ss0s longos e na superficie externa de 0ssos chatos. O 0ss0 esponjoso ou medular
delimita espacos intertrabeculares que sdo preenchidos por medula éssea vermelha,
onde ha a producdo ativa de células sanguineas a partir de células mesenquimais ou,
com o envelhecimento, por medula éssea amarela, um sitio de reserva de gordura
(MARX e GARG, 1998).



Protegendo externamente 0 0sso existe uma fina camada de tecido conjuntivo
com grande potencial osteogénico, denominado peridsteo, e um tecido equivalente, o
enddsteo, que recobre as superficies internas dos 0ssos.

Histologicamente existem quatro tipos de tecido 6sseo: o trabeculado ou
entrelacado, o composto, o lamelar e o fasciculado. O osso trabeculado desempenha
importante papel durante o reparo 0sseo, sendo o primeiro tecido 6sseo a ser formado.
Caracteriza-se por uma velocidade de formagdo muito rgpida (30-50pum ao diaou mais),
por ter uma matriz de colédgeno desorganizada sem a estrutura lamelar dos sistemas
harvesianos e por ser fréagil, exibindo pouca resisténcia biomecénica. E o tecido dsseo
predominante durante o desenvolvimento pré-natal., por isso € referido como “0sso
embrionario”, um termo incorreto, visto que todos os adultos tém habilidade de formar
este tipo de osso. Também € o tecido que caracteriza a primeira fase da regeneragdo
0sseq, e apesar de formar-se muito rapidamente, é absorvido e substituido pelo osso
lamelar. Este, por sua vez, € o tecido 6sseo maduro, com alta resisténcia mecanica.
Caracteriza-se por formar-se bem devagar, a uma velocidade de 0,6um por dia e por ter
uma estrutura atamente organizada de fibras colagenas e cristais de minerais. O termo
“tecido OGsseo composto” € usado para descrever 0 estagio de transicdo entre 0 0SSO
trabeculado ao osso lamelar, durante a fase de remodelacéo. E, finalmente, o tecido
0sseo fasciculado € 0 0sso encontrado na zona de insercdo de ligamentos das
articulacOes. Este tipo de 0sso € de importancia particular na odontologia porgque esta
presente adjacente ao ligamento periodonta (MELCHER, 1970; ROBERTS et 4.,
1987).

Quanto as células presentes no tecido 0sseo, temos:

1. Osteoblastos: células cubdides organizadas em uma camada continua sobre o
ostedide, ou sgja, camada ndo mineralizada de matriz, que recobre a superficie

Ossea mineralizada. Estas células s80 responsavels pela osteogénese, isto €, pela

sintese e secrecdo da matriz organica, sua maturacdo e mineralizacdo. O

osteoblasto além de sintetizar e secretar o colédgeno tipo |, que corresponde a

90% da matriz organica, também produz as outras proteinas ndo colagénicas

encontradas na matriz, como: sialoproteina 0ssea, osteopontina, osteonectina,

osteocalcina, proteinas dsseas morfogenéticas (BMPs), proteoglicanas e outras

(MISCH, 2006). E uma cdula muito rica em fosfatase alcalina, enzima essencial

para o0 processo de mineralizacdo da matriz (MARX e GARG, 1998). Varios

fatores sistémicos e locais regulam 0 seu nimero, a sua diferenciacéo e a sua
atividade, incluindo fatores autocrinos. Assim, estas células possuem receptores
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para hormanios sisémicos (paratorménio, estrégenos, glicocorticoides, insulina,
horméni os tireoideanos), vitamina D3 e fatores locais como prostandides (PGE,
PGF»,), citocinas (TGF-fs, BMPs, FGFs, IGF1, PDGF) e interleucinas (RAISZ
e RODAN, 1998). Os osteoblastos se diferenciam a partir de células
mesenquimais indiferenciadas, e a sua diferenciacéo em osteoblastos depende de
estimul os externos, fatores de crescimento, hormonios e interactes celul ares.

2. Osteocitos: sa0 osteoblastos incorporados a matriz 6ssea mineralizada, durante a
osteogénese. Apresentam longas projecdes citoplasmaticas que delimitam
canaliculos intercomunicantes constituindo uma rede de comunicagdo entre as
células e a superficie Ossea.

3. Osteoclastos: sdo células grandes multinucleadas, formadas pela fusdo de
células mononucleares. Quando ativo é polarizado, com parte da membrana
envolvida na absorcdo fortemente aderida a superficie 0ssea e que delimita a
zona absorvente da célula, denominada “borda em escova’ ou “borda franjada’.
Com o inicio da absor¢éo aparece uma depressdo na superficie 0ssea junto a
borda em escova que € conhecida como lacuna de Howship (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004, MARX e GARG, 1998).

A interac8o da atividade de osteoblasto-osteoclasto é responsavel pela remodelacdo
0ssea, 0u sgja, a abrcao e a neoformagdo 0ssea continua que ocorre em todos 0s 0Ssos
(RODAN e MARTIN, 1981). Deste modo, os osteoblastos produzem fatores que véo
influenciar a diferenciacéo e funcdo dos osteoclastos, alguns destes séo depositados e
armazenados na matriz e outros secretados localmente em resposta a hormoénios ou
fatores locais. Segundo RODAN e MARTIN (1981), os receptores para a maioria dos
fatores osteoliticos sdo encontrados nos osteoblastos e ndo nos osteoclastos. Em cultura,
0s osteoclastos absorvem 0sso em resposta a fatores liberados por osteoblastos
estimulados (MCSHEEHY e CHAMBERS, 1986), e componentes da matriz 6ssea é que
atraem e ativam os osteoclastos (THESINGH e BURGER 1983). Por outro lado, a
absorcdo dssea libera fatores que recrutam e ativam os osteoblastos (AMADEI et
al.,2006).

Um destes fatores que controlam o0 comportamento osteoclastico, € a
osteoprotegerina (OPG), descoberta em 1997 por SIMONET et a. Os autores
observaram que a sua superexpressao em camundongos transgénicos resultava em
osteopetrose devido ao bloqueio da diferenciacéo de osteoclastos. A identificagcéo e o
estudo funcional da OPG mostraram que, além de esterGides e outros hormonios, novas
moléculas secretadas podem atuar sistemicamente no controle da diferenciacdo de
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osteoclastos. Obviamente a identificacdo de um receptor solivel que controla a
osteocl astogénese sugeriu que deveria existir um fator associado a este receptor, o qual
foi chamado de RANKL, ou fator de diferenciacdo de osteoclastos (ODF). RANKL esta
presente na membrana de precursores de osteoclastos, bem como solGvel no
microambiente 0sseo. A deficiéncia em RANKL leva a osteopetrose (KARSENTY,
1999).

2. 2. Materiais osteo-substitutos

O organismo esta sujeito a inlUmeras adversidades que podem levar a perda de
um 6rgéo (perda dental., por exemplo), de massa corpérea (perdas ésseas), ou podem
levar a substituicdo de um tecido por outro, podendo ser este novo tecido indesgjado ou
ineficiente. Isto é especiamente verdadeiro no que se refere ao tecido 0sseo. Como
observado anteriormente, este € um tecido atamente dindmico e versétil, com funcdes
diversas, como protecdo de 6rgdos, reservatério de cdlcio, sustentacdo do corpo. Em
determinadas situagdes, como em casos de acidentes ou doencas osteodestrutivas, nem
sempre toda a dinamica organica pode ser capaz de regenerar o tecido perdido e, assim,
devolver forma e fungdo adequadas. Outros disturbios podem interferir no crescimento
craniofacial., como no caso da cranio-sinostose (MARDAS et a., 2002), e novamente o
organismo ndo consegue oferecer reparo adequado, o que prejudica o crescimento do
individuo. De acordo com SERVICE (2000), todo ano sdo reaizados ao redor de
450,000 enxertos 6sseos nos Estados Unidos principamente em fraturas com perda
tecidual.

No caso da odontologia, inimeras sdo as situagcbes onde as perdas Osseas
preudicam a funcdo dental., como nas periodontites, ou até mesmo impedem a
reabilitacdo bucal., como é o0 caso de pacientes desdentados que necessitam de
reabilitacdo com implantes osteointegrados, mas n&o possuem quantidade ou qualidade
Ossea adequadas. BOYNE, em 1971, foi o primeiro autor a estudar a aplicacdo dos
enxertos 0sseos por razdes protéticas. Com o tempo, 0 mesmo tipo de enxerto passou a
ser utilizado de forma regular para que fosse possibilitada a instalagdo de implantes
osteointegrados.

E importante que se faca uma disting&o entre enxertos e implantes. O enxerto ou
transplante € um tecido ou 6rgéo vivo, pois contém células do doador e, portanto,
espera-se que sobreviva na regido receptora. Ja o implante, ao contrério, € um material
sem células viaveis (BAUER e MUSCHLER, 2000).



Os biomateriais utilizados para restabelecer ou aumentar os tecidos biol 6gicos
devem apresentar propriedades fisicas, quimicas, biomecanicas e bioldgicas apropriadas
para serem utilizados em pacientes, caracterizados em testes in vitro € in vivo. Devem
prover sitios de ancoragem celular, ter estabilidade mecanica, proporcionar a interface
para responder a mudangas fisioldgicas e bioldgicas e remodelar a matriz extracdular, a
fim de integrar-se com o tecido nativo adjacente (GE et a., 2004). Desga-se que o
material ideal estimule afuncéo das células osteoprogenitoras e a expressao do fendtipo
osteobléstico (DUCHEY NE e QIU, 1999). Estes materiais ganharam aceitacdo e sao
utilizados para aplicacbes médico-odontolégicas em regeneragdo, aumento ou
substituicdo de tecido 0sseo. As aplicacdes odontol 6gicas dos materiais utilizados para
substituicdo 6ssea incluem preenchimento de defeitos periodontais, aumento de rebordo
dveolar, implantes imediatos ap0s exodontia, reconstrucdo maxilofacial.,
preenchimento de alvéolos apds exodontia e fenestracdo ou deiscéncia associados a
instalacdo de implantes orais (INDOVINA e BLOCK, 2002, TAGA et a., 2000).

De acordo com o Ingtituto Nacional de Salide Americano (The National Institute
of Health Consensus Development Conference on Dental Implants) em 1988, os
materiais para implante 6sseo podem ser classificados de acordo com sua origem em
trés grandes familias: autégeno, aldgeno e alopléstico. Atuamente outra categoria deve
ser sdlientada, a do implante xenogénico, e que vem sendo empregado de forma
crescente (BUNYARATAVEJ e WANG, 2001, CIANI et al., 2006, HERCULANI et
al., 2000; OLIVEIRA et a., 1999, SICCA et al., 2000, ZAMBUZZI et al., 2006).

O osso autdgeno € obtido de areas doadoras do préprio individuo. O implante
alogeno € obtido de individuos de espécie semelhante ap receptor; e os implantes
aloplasticos podem ser de natureza metalica, ceramica ou polimérica. Os implantes
xenogénicos sdo obtidos de individuos de espécies diferentes do receptor, sendo mais
comumente obtidos de bovinos (CARVALHO et a., 2004).

O material autégeno tem sido preferido pelos profissionais devido as suas
excelentes propriedades osteogénica, osteocondutora e osteoindutora, porém ha
limitagbes quanto a0 seu uso no que diz respeito a morbidade do sitio doador,
guantidade e qualidade do osso doador, problemas de absor¢éo durante a regeneragéo,
problemas estruturais e anatbmicos e prolongacéo do tempo cirargico (CARVAHO et
al., 2004, DUCHEYNE e QIU, 1999, SILVA et a., 2005, SU-GWAN et a., 2001),. E
conhecido que o remodelamento do enxerto autégeno gera resultados imprevisivels
geralmente associados a uma absorcdo periférica intensa (ARAUJO et a. 2002). Essa
absorcdo pode ser explicada pela falta de células osteoprogenitoras viaveis apos o
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transplante, por uma menor quantidade de 0sso cortical ., visto que este 0sso tem uma
concentracdo mais ata de proteinas de osso morfogenético (MISCH, 2006) e pela
revascularizacdo limitada do enxerto, provenientes do osso receptor (MURAMATSU e
BISHOP, 2002).

Em vista do que foi citado, € natural a busca de substitutos 6sseos e de produtos
gue estimulem a formagdo éssea e que possam ser utilizados em situagdes onde o
restabelecimento do volume e qualidade éssea seja desgjavel. Tal biomaterial deve ser
utilizado em intimo contato com os tecidos do individuo e, para tanto, possuir
caracteristicas como: biocompatibilidade, previsibilidade, aplicacdo clinica, auséncia de
riscos trans-operatorios e seqielas posoperatorias minimas, além de aceitacéo pelo
paciente (SERVICE, 2000). Apesar de haver uma grande variedade de implantes 0sseos,
associada a um avancgo crescente no seu desenvol vimento e aperfeicoamento, ainda néo
existe um biomaterial que preencha todos esses requisitos.

AABOE et a., em 1995, realizaram uma revisdo de literatura sobre defeitos
0sseos criados experimentalmente e sobre materiais osteopreenchedores. Relataram que
um material ideal para implante 0sseo, de origem néo autogena, deve ser esterilizavel,
ndo téxico, ndo induzir resposta imunoldgica e que possa estar disponivel em
quantidades suficientes. Este deve ainda ser capaz de induzir a diferenciacéo de células
em osteoblastos, sendo a0 mesmo tempo graduamente absorvivel, fornecendo um
suporte condutivo para formagdo de um novo 0sso. Adicionalmente, o material deve
funcionar como uma barreira mecanica para o crescimento de tecido fibroso ou
invaginagdo de tecido muscular para dentro do defeito.

Os materiais alégeno e xendgeno apresentam como desvantagens a possibilidade
de contaminagdo com virus ou bactérias, inducdo de resposta imune, variabilidade
consideravel na composi¢ao e propriedades biol égicas dentro de uma populagdo dificeis
de controlar (DUCHEY NE e QIU, 1999), porém WENZ et al. (2001) afirmam gue o
material de origem xenogénica € obtido de uma fonte abundante, de custo acessivel,
sendo também seguro quanto ao risco de transmissdo de doencas, e 0 processo de
tratamento a qual € submetido elimina qualquer risco de resposta imunogénica
Contudo, o processamento do material € um requisito fundamental e nem sempre a
qualidade obtida nos materiais é reprodutivel (CONZ et d., 2005).

ZAMBUZZI et a (2006) avaliaram a resposta tecidual ao material de 0sso
inorganico medular bovino macrogranular implantado em subcutaneo de ratos. A
analise histol6gica mostrou aos 10 dias pos-cirdrgicos que o infiltrado inflamatério era
do tipo granulomatoso, rico em células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho.
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Com o avancar do tempo experimental houve significante diminuicdo do infiltrado
inflamatdrio inicial concomitantemente ao aumento do grau de fibrosamento ao redor
das particulas implantadas. O materia ndo desencadeou nenhuma resposta imune,
sendo portanto biocompativel.

Os biomateriais podem, ainda, ser classificados de acordo com algumas de suas
propriedades, e divididos em: osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores.
Osteogénicos sd0 0s materiais organicos capazes de estimular diretamente os
osteoblastos a formar 0sso; osteoindutores, por suavez, sdo materiais capazes de induzir
atransformagdo de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, aumentando
0 crescimento 6sseo ou, até mesmo, formando 0sso ectopico, e os osteocondutores
(gerdmente inorganicos, materiais desproteinizados) favorecem a migracdo,
proliferacdo e maturacdo das céulas progenitoras, além de conduzirem a aposi¢éo do
novo 0sso em sua superficie a partir de tecido 0sseo preexistente nas bordas da leséo
(URIST, 1965). Mudancas tecnol 6gicas na producdo dos biomateriais e ha obtencdo dos
substitutos 0sseos sd0 responsavels por conferir a estes materiais caracteristicas de
osteoinducado, osteoconducdo ou osteogénese, e estes fatores sdo o grande foco atual da
bioengenharia.

H&, ainda, outra classificagdo que pode ser utilizada em funcdo das
caracteristicas fisico-quimicas resultantes do processamento dos biomateriais, ou sgja,
dividem-se em organicos e inorganicos. O 0sso, geramente bovino, é desmineralizado
em condi¢des controladas de pH e temperatura removendo 0s componentes inorgani cos
e celulares, restando predominantemente colageno tipo | e, em algumas vezes, residuos
de fatores de crescimento. O material inorganico é obtido através da desproteinizacéo
do o0sso através de processos termo-quimicos gque removem sua porgdo organica,
restando fundamentalmente hidroxiapatita (HA). Ambos biomateriais podem
apresentar-se em blocos ou particulados em diferentes tamanhos de granulos, macro ou
micro particulas (CARVALHO et a., 2004).

Dentre os varios biomateriais desenvolvidos, esforcos intensos tém sido feitos
nas Ultimas trés décadas para o desenvolvimento de derivados inorganicos, 0s quais
receberam grande atencdo como materiais de preenchimento, espacadores e substitutos
para enxertos 0sseos, principalmente devido a sua biocompatibilidade, bioatividade e
caracteristicas de osteoconducéo em relacdo ao tecido hospedeiro (BONACHELLA et
al., 1992, BURSTEIN et a. 1997, DE GROOT, 1980; DOROZHKIN, 2007,
GRANUJEIRO et a., 1992). Além de fornecer uma estrutura de suporte e osteoconducéo,
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proverdo também um alto contetido de célcio e fésforo, essenciais para a neoformacdo
do tecido 6sseo (SCIADINI et d., 1997).

E importante salientar que a estrutura da hidroxiapatita € similar entre as
espécies (LE GEROS, 1991). Indmeros trabalhos na literatura demonstraram a
biocompatibilidade da matriz inorganica bovina como material para enxerto 6sseo
(MASTERS, 1988; OLIVEIRA et d., 1999).

Um dos materiais provenientes de 0sso bovino inorganico, e com larga
utilizagdo no mercado, é o Bio-Oss® (Osteohedlth Co.). Este material é uma matriz
Ossea mineral obtida apés a remocdo de componentes organicos do 0sso bovino
medular. Devido a sua estrutura, é fisica e quimicamente comparavel a matriz mineral
do 0sso humano.

Em 1993, HISLOP et al. utilizaram o (Bio-Oss) para reconstrugdo 0ssea em
humanos, e observaram que os melhores resultados foram observados em pacientes
submetidos a cirurgia ortognatica, e 0s piores em pacientes que necessitavam de
aumento de rebordo alveolar. Pacientes com defeitos hipoplasicos (sindrémicos), e
pacientes que necessitavam de correcdo apds trauma, obtiveram resultados medianos.
De acordo com os autores, as propriedades do material poderiam ser melhoradas
acrescentando-se alguns fragmentos de 0sso autégeno.

Entretanto, diversos outros trabalhos demonstraram as varias possivels
utilizagdes para 0 0sso inorganico bovino (Bio-Oss), e que tais procedimentos podem
ser bem sucedidos quando bem indicados. YOUNG et a., em 1999, avaliaram o uso de
0Ss0 inorganico bovino (Bio-Oss) em defeitos na maxila e mandibula de coelhos, e
compararam com defeitos preenchidos com 0sso autégeno, 0sso autégeno + Bio-Oss e
defeitos ndo tratados. Apos 12 semanas, 0s autores puderam observar que no grupo nao
tratado o defeito estava preenchido com tecido fibroso com formacéo dssea somente nas
bordas do defeito; no grupo tratado com 0sso autdégeno houve formagdo de novo 0sso ao
redor das particulas, embora em algumas regides tenhase observado células
mutltinucleares compativeis com osteoclastos absorvendo as particulas; com o uso do
Bio-Oss, 0 0sso neoformado também era detectado ao redor das particulas. N&o houve
sina de absor¢do do material., embora a superficie da particula fosse irregular, levando
0S autores a questionar se 0 Bio-Oss poderia ser classificado como um materia
absorvivel, visto que suas particul as ndo apresentavam sinais de absor¢ao.

A observac@o de que o Bio-Oss pode ndo ser absorvivel vai ao encontro das
observagdes de ARTZI , que em 2000 avaliou alvéolos que foram preenchidos com Bio-
Oss. A dtura da crista 6ssea foi medida logo apos a extracao e apds 9 meses, quando o
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campo foi novamente aberto e um cilindro 6sseo da &rea enxertada foi coletado.
Observou-se que houve completo preenchimento do alvéolo com osso neoformado em
82,3% dos casos, e verificou-se ainda a presenca das particulas do material em todos os
espécimes, presenca de 0sso imaturo na porcao coronal e 0sso lamelar na porcdo mais
apical. O autor concluiu que o mineral 6sseo bovino € um materia biocompativel e
apropriado para evitar a perda éssea que ocorre apds a extragdo, no entanto, mesmo
ap0s nove meses, as particulas ainda estavam presentes, ndo sendo totalmente
absorvidas.

Outros trabalhos demonstraram sucesso na utilizagdo do Bio-Oss em diferentes
situacdes, como AABOE et al., em 2000, na osteointegracdo de implantes subperiostais
na tibia de coelhos, e observaram que o Bio-Oss € biocompativel e osteocondutor.

O mineral 6sseo bovino (Bio-Oss), relatado até o momento, € um produto
importado, com custo elevado. Além disto, recentemente a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria) proibiu a sua comercializacdo. Apds esforcos para a obtencéo
de um produto similar nacional., chegou-se ao que hoje é comercializado sob a marca
Gen-Ox® (Baumer S.A., S&o Paulo, Brasil), com menor custo e propriedades fisico-
guimicas e biol 6gicas semelhantes aos similares importados. Uma diferenca em relacéo
a0 Bio-Oss® é que 0 Gen-Ox® apresenta-se nas formas inorganica e organica (oriundas
da cortical ou medular), em blocos ou granulos. Este material vem sendo, de forma
crescente, avo de pesguisas, com o intuito de observar sua biocompatibilidade, suas
caracteristicas fisico-quimicas, e seu potencial osteocondutor e osteoi ndutor.

OLIVEIRA et a., em 1999, implantaram no subcuténeo de ratos, matriz 6ssea
desproteinizada (Gen-Ox® inorganico), nas temperaturas de 100°C e 1000°C, e
observaram que os materiais de origem bovina podem ser adequadamente utilizados
como material de preenchimento. Entretanto, os autores relataram a formacdo de
granuloma do tipo corpo estanho ao redor do material implantado.

Em 2000, HERCULANI et a. avaliaram o reparo 6sseo com a utilizagdo de
membrana de cortical 6ssea bovina (Gen-Derm®, Baumer S. A.) associada ou nédo a
implante 6sseo bovino desmineralizado (Gen-Ox® organico), em defeitos cirdrgicos de
12 mm de didmetro na calvaria de cobaias, e observaram os melhores resultados em
longo prazo no grupo com 0sso liofilizado. Apesar de a formacdo éssea, a partir da
borda, ter sido menor, ao final de 6 meses 62% do espaco do defeito estava preenchido
por tecido 6sseo, cujaformagdo iniciava-se em ilhotas no interior da cavidade.

MARINS et. d (2004) avaiaram a promocado do reparo de lesdes Gsseas de
tamanho critico em calvaria de ratos com a implantagdo do Gen-Ox® organico em
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bloco. Observaram que na maioria dos casos tratados, 0 material foi absorvido
lentamente e serviu como material de preenchimento e mantenedor de espaco,
favorecendo a angiogénese, migracdo e adesdo celular e a neoformacao éssea a partir
das bordas da |l eséo.

Materiais aopléasticos podem ser produzidos com grande controle de sua
composicdo e propriedades, e assim, otimizados para aplicagdes especificas. As
ceramicas bioativas recebem uma atencdo consideravel quanto a sua utilizagdo como
materiais de implantes 6sseos sintéticos, incluindo HA, fosfato tricalcico (TCP) e
biovidros cerémicos (BG) (DUCHEYNE e QIU, 1999, MISCH, 2006). Algumas
propriedades dos materiais de implantes 6sseos sintéticos como serem absorvivels ou
n&o, densos ou porosos, cristalinos ou amorfos, parecem afetar diretamente o resultado
clinico da sua aplicagdo (CONZ et d., 2005, MISCH, 2006).

Hidroxiapatitas atamente cristalinas sd0 mais resistentes as ateracbes e
absorgdes a longo prazo, enquanto gque agquelas com menor cristalinidade sdo mais
suscetiveis a decomposicédo (AOKI, 1994).

O tamanho de particulas dos diferentes tipos de material para implante é fator
importante para o sucesso do reparo 6sseo (SICCA et a., 2000). Sugere-se que as
diminui¢bes do tamanho da particula para a escala nanométrica e da cristalinidade de
materiais de fosfato de calcio podem favorecer a promocédo de adesdo de osteoblastos
(BALASUNDARAM et a., 2006).

Outra caracteristica importante da hidroxiapatita € a porosidade, cuja presenca
acarreta aumento de sua area superficial proporcionando maior contato do material com
os tecidos e células (AOKI, 1994). A rede de poros interconectados promove vantagens
para a circulagdo dos fluidos tecidual e sanguineo, com o suprimento de nutrientes e
fons minerais para 0 necessario processo funciona e biolégico. Poros com pequenos
tamanhos e quantidade diminuida dificultam a circulacdo dos fluidos através dos
grénulos, podendo restringir o crescimento tecidual e formagdo dssea, reduzindo a
bioperformance dos granulos (L1U, 1996).

Observa-se também que quanto maior for o tamanho da particula, por mais
tempo 0 material podera permanecer no local sem ser absorvido (MISCH, 2006). O
material particulado permite mais formagdo Gssea numa regido pos-extracdo do que um
material sdlido (INDOVINA e BLOCK, 2002).
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2. 3. Reparo 6sseo e reacao tipo corpo estranho

2.3.1 - Resposta inflamatoria apés a implantacao do biomaterial

Reacbes do hospedeiro decorrentes da implantacdo do biomaterial incluem:
trauma, interacbes entre o materiad e 0 sangue, formacdo da matriz provisoria,
inflamagéo aguda, inflamagéo crénica, desenvolvimento de tecido de granulacdo, reacéo
de corpo estranho e desenvolvimento de capsula fibrosa (ANDERSON, 2000,
ANDERSON, 2001, GRETZER et al., 2006, KESELOWSKY et a. 2007,
LUTTIKHUIZEN et a., 2006). No inicio do processo apés a implantacdo, interactes
entre 0 material e 0 sangue ocorrem com a adesdo de proteinas a superficie do
biomateria e o desenvolvimento de uma matriz provisoria proveniente do sangue, que €
formada em torno do biomaterial. A matriz provisoria € o coagulo de sangue inicial na
interface entre o material e o tecido. Obviamente, adsor¢éo de proteina e formacéo de
matriz provisdria, predominantemente de fibrina, estdo intimamente ligados ao
mecanismo de resposta inflamatéria O trauma para o tecido conjuntivo vascularizado
ndo sO inicia a reposta infamatoria (imunidade natural), como também leva a formacéo
de trombos envolvendo a ativacdo dos sistemas de: coagulacdo extrinseco e intrinseco,
complemento, fibrinolitico e plaquetas. De uma perspectiva de reparo tecidud., a
deposicéo de proteina do sangue na superficie do biomaterial é descrita como a
formagdo da matriz provisoria. A matriz provisdria fornece componentes estruturais
bioquimicos e celulares para 0 processo de reparo e reacdo de corpo estranho. Ela pode
ser vista como um sistema aonde agentes bioativos sdo liberados para controlar fases
subsegiientes do reparo.

Apds as interagdes iniciais do sangue e do materia e a formagdo da matriz
provisbria, ocorrem as inflamagfes aguda e cronica. A intensidade desta resposta é
controlada pela extensdo do trauma no procedimento de implantacédo, o tecido ou 6rgdo
gue recebe a implantacdo e a extensdo da formag@o da matriz proviséria. Células
polimorfonucleares sdo caracteristicas da inflamagdo aguda.  Degranulagdo dos
mastocitos com liberacdo de histamina e adsorc¢éo do fibrinogénio séo conhecidos como
mediadores da resposta inflamatoria aguda aos biomateriais implantados (TANG et d.,
1998, ZDOLSEK et a., 2007). Interleucinas também sdo liberadas de mastécitos no
processo de degranulacdo e podem contribuir significantemente na determinacdo da
extensdo e no grau do desenvolvimento subseqliente da reagdo de corpo estranho. A
resposta inflamatéria decorrente do biomaterial pode ser modulada por recrutamento
fagocitario decorrente da histamina e adesdo fagocitaria na superficie do implante
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facilitada pela adsorcéo do fibrinogénio do hospedeiro. A resposta inflamatéria aguda
decorrente dos biomateriais, normamente termina em menos de uma semana,
dependendo da extensdo do traumano local receptor do implante.

Apobs ocorrer a inflamacdo aguda, a inflamacéo crbnica é identificada pela
presenca de células mononucleares (mondcitos e linfocitos) no local do implante. A
inflamacdo crénica é menos uniforme histologicamente do que a aguda. A resposta
inflamatoria cronica aos biomateriais € norma mente de curta duracéo e esta confinada
ao local do implante. Inflamagdo crénica também € usada para descrever a reacdo de
corpo estranho onde mondcitos, macréfagos e células gigantes multinucleadas tipo
corpo estranho estédo presentes na interface do biomateria. Com biomateriais
biocompativeis, o término precoce da resposta da inflamacdo aguda e crénica ocorre
com a resposta da inflamagdo cronica composta de células mononucleares por até duas
semanas. Apos o término da resposta inflamatoria aguda e cronica ha aidentificacéo de
tecido de granulacdo pela presenca de macréfagos, a infiltracdo de fibroblastos e a
neovascularizag® no tecido de reparagdo. Tecido de granulacdo é precursor da
formagdo da cépsula fibrosa e € separado do implante ou biomaterial por componentes
celulares da reacdo de corpo estranho (camada de uma ou duas células de mondcitos,
macréfagos e células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho).

2.3.2 - Mondcitos, macrofagos e células gigantes multinucleadas tipo corpo

estranho
2.3.2.1 — Adsorcao de proteinas

Biomateriais imediatamente e espontaneamente adquirem uma camada de
proteinas antes de interagirem com as células do hospedeiro. Logo, € extremamente
provavel gue os tipos, niveis e conformacbes das superficies das proteinas adsorvidas
sgjam determinantes criticos na reacdo tecidual para os implantes (WILSON et al.,
2005). Contrariamente, os tipos, concentraces e conformagdes das proteinas
adsorvidas na superficie sdo dependentes das propriedades da superficie do biomaterial
gue dita a adeséo e sobrevivéncia das células, especialmente mondcitos, macrofagos e
células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho. A interacdo de proteinas
adsorvidas com receptores presente nas popul ages de células inflamatdrias constitui o
maior sistema de reconhecimento celular para materiais sintéticos implantados. A
presenca de proteinas adsorvidas (albumina, fibrinogénio, complemento, fibronectina,
entre outras) modula as interacfes e adesdes das células inflamatérias do hospedeiro e
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esta ligada a subseqguente resposta inflamatoria e reparadora (BRODBECK et al., 2003,
HU et a., 2001, JENNEY e ANDERSON, 2000, JENNEY e ANDERSON, 2000).

O sistema complemento tem sido reconhecido como o maior sistema de defesa
do hospedeiro para a interacdo e remocdo de substancias estranhas in vivo (GORBET e
SEFTON, 2004, NILSSON et al., 2007).

2.3.2.2 — Adesao de macrofagos

O progresso de eventos na inflamacéo e na resposta de corpo estranho requer o
extravasamento e migracd de mondcitos/macréfagos para o local do implante. O
movimento orientado dos mondcitos/macrofagos ocorre em resposta de citocinas e
outros quimioatrativos. Quimiocinas sdo citocinas que tem propriedades
guimioatrativas Elas ndo estdo envolvidas apenas em guiar a migragdo celular na
inflamacd e no reparo, mas também influencia na hematopoese, angiogénese,
metastase tumoral e diferenciacdo linfocitaria (CAMPBELL et a., 2003, ESCHE €t al.,
2005, GERARD e ROLLINS, 2001).

Degranulacdo de mastocitos e liberacdo de histamina também exercem um
importante papel no recrutamento de células fagocitérias, incluindo macréfagos, para o
local da implantacdo do biomaterial (TANG et al., 1998). A reunido de macréfagos no
local do implante levaa uma futura propagacdo de sinais quimioatrativos, que chamam
mais macréfagos paraa &readaferida. Umavez que estejam no local do implante ou na
superficie do biomaterial., os macréfagos podem entdo aderir e se engajar nos eventos
subsegientes de reacéo de corpo estranho.

A proteina modificada sanguinea adsorvida na superficie do materia € o
substrato com o qual o recrutamento de mondcitos/macréfagos se encontra e interage.
Esta interacdo se da através de receptores de superficie (integrinas) (DELON e
BROWN, 2007, GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1999). Esta adesdo molecular permite a
migracéo celular através da matriz extracelular e medeia a transducdo de sinal entre a
célula e seu meio ambiente e entéo a célula pode responder ao meio ambiente (DELON
e BROWN, 2007). Em seus recentes estudos, ANDERSON et al. (2007) relataram que
alguns tipos de integrinas tem sido determinantes no papel da adesdo e a inducéo de
fusdo de macroéfagos paraformar células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho.

A ligacdo do macréfago pelas integrinas promove alteragbes no seu
comportamento, tendo como consequéncia o remodelamento do seu citoesqueleto para
promover o envolvimento da superficie do material. As integrinas sdo importantes
também no seu ciclo de vida, a0 regular a morte celular, que é necessaria para o
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desligamento da célula do seu receptor e o remodelamento tecidua (DAMSKY e ILIC,
2002).

2.3.2.3 — Fusio de macrofagos: formacido de células gigantes

multinucleadas tipo corpo estranho

Macrofagos aderidos na superficie do biomaterial se fundem para formar células
gigantes multinucleadas tipo corpo estranho e para que isto ocorra é necess&ria a
presenca de mol éculas de ligacéo na superficie (HELMING e GORDON, 2007). Logo,
os eventos que levam a formac&o de células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho
sd0 dependentes de dois principais fatores: a presenca de um estimulo de inducéo de
fusdo apropriado e uma superficie do material com adequadas proteinas de adesio.

Como os macréfagos, as células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho
apresentam a habilidade de ades&o célula/célula, assim como interagdes célula/matriz.

Macréfagos sdo capazes de fagocitar particulas muito pequenas (<5um)
enguanto que particulas maiores (>10um) induzem a formagdo de células gigantes
multinucleadastipo corpo estranho.

2.3.24 - Consequéncias da formacdo de células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho

Sabe-se que os lisossomos dos macréfagos podem ter uma acidez em torno do
pH4 (HAAS, 2007). Superficies do biomaterial expostas neste ambiente sdo suscetiveis
a dtas concentragdes destes agentes degradantes. Logo, a quimica da superficie do
biomaterial vai ditar a sua susceptibilidade a biodegradacéo.

A adesio de macrofagos e cédlulas gigantes multinucleadas tipo corpo estranho,
assim como as outras células inflamatérias, tem apresentado uma reduzida capacidade
bactericida ap0s a adesdo a superficie do biomaterial. Em parte, isto € relacionado ao
colapso respiratorio que ocorre durante a adesdo e deixa a célula depletada e
incapacitada de produzir moléculas bactericidas. Além disto, a quimica da superficie do
biomateria pode facilitar a apoptose (morte celular programada) que, deixa os
macro6fagos incapazes de atacar microrganismos estranhos que podem estar aderidos ao
biomaterial (BRODBECK et a., 2001).
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2.3.3 — Relacdo entre macrofagos, células gigantes multinucleadas tipo

corpo estranho e células do reparo
2.3.3.1 — Secrecao de citocinas pelos macrofagos e células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho

Os macréfagos secretam uma série de mediadores inflamatorios apds a sua
ativacdo. O macréfago em repouso se torna ativo em resposta a produtos microbianos,
complexos imunes, mediadores quimicos, certas proteinas da matriz extracelular e
citocinas derivadas de linfécitos T. Sua ativacdo também pode ser modulada pelas
propriedades da superficie do biomaterial., como a quimica e topografia. Apds ativos,
SA0 capazes de secretar uma grande gama de citocinas (FUJIWARA et ., 2005).

Macréfagos na superficie do biomaterial que ndo promovem fusdo, secretam
altos niveis de citocinas pré-inflamatorias. Macrofagos e células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho que séo aderentes passaram por uma mudanca de
fendtipo com o passar do tempo, de um estado de ativacdo classica para uma mais
alternativa (JONES et al., 2007).

Macrdéfagos ativados tém vérios fendtipos heterogéneos. A ativacdo classica dos
macréfagos ocorre apds a exposicdo de produtos microbianos (MOSSER, 2003).
Macrofagos ativados classicamente, tem a funcdo principal de matar patdgenos
intracelulares, regular citocinas pro-inflamatorias, inibir citocinas anti-inflamatérias e
produzir Oxido nitrico. Macréfagos ativados alternativamente inibem citocinas pro-
inflamatdrias, promovem citocinas anti-inflamatérias, atuam na resposta aérgica, na
eliminacéo de parasitas e naremodelacéo damatriz (MANTOVANI et al., 2004).

Os macréfagos e células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho aderidas ao
biomaterial sdo consideradas os principais mediadores da resposta de corpo estranho e
podem influenciar no comportamento de outros leucdcitos (neutréfilos, mondcitos e
linfocitos) e células do reparo (fibroblagos e queratindcitos) através da secrecdo de
mediadores soluveis.

Macrofagos sdo capazes de secretar fatores de crescimento e angiogénicos, que
sd0 importantes na regulacéo da fibro-proliferacéo e na angiogénese (MARTIN e
LEIBOVICH, 2005). Macrofagos ativados alternativamente expressam certas proteinas
da matriz extracelular (MEC), como a fibronectina, e acreditase que estgjam
envolvidos no remodelamento tecidual durante o reparo (GRATCHEV et al., 2001).
Também produzem fatores pro-fibrogénicos que promovem a fibrogénese por
fibroblastos, opostos aos macréfagos ativados classicamente que inibem a fibrogénese
(SONG et al., 2000). Consequentemente, macrofagos aderidos ao biomaterial podem
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secretar proteinas que modulam afibrose em volta da cdpsula fibrosa que se desenvolve
em torno do material apds a implantacdo. Esta capsula fibrosa pode interferir com a
funcéo do biomaterial., dependendo da indicagcdo do seu uso.

ANDERSON et da., (2007), verificaram que macrofagos e células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho de humanos aderidos no biomateria produzem
metal oproteinases de matriz (MMP). Elas sdo enzimas proteoliticas que hidrolisam
componentes da MEC, afetam o comportamento celular por quebrar receptores da
superficie celular e moléculas pericelulares, facilitam a liberacdo de fatores de
crescimento da matriz e da superficie celular e citocinas. As MMPs influenciam
diretamente a composicdo da MEC e podem causar um impacto no movimento,
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia cedlular. Assim, macrofagos e células
gigantes multinucleadastipo corpo estranho de humanos aderidos no biomaterial podem
modular aMEC (remodelando/fibrosando) e entéo afetar o desempenho do biomaterial.

2.4 — Principais funcdes das células inflamatorias e marcadores biologicos

analisados no presente estudo

As células sdo estruturas peguenas e complexas, o que torna dificil ver sua
estrutura, descobrir sua composicao molecular e, mais dificil ainda, descobrir como seus
véarios componentes funcionam. Para compreender a biologia celular contemporéanea é
necessario entender parte de seus métodos. A microscopia de luz € um dos métodos
utilizados para o estudo das células. Uma célulaanimal tem de 10 a 20 pm de didmetro,
em torno de um quinto do tamanho da menor particula visivel a olho nu. As células
animais ndo sdo apenas minusculas, mas também incolores e transparentes, sendo assim
necessario 0 uso de corantes para tornar suas caracteristicas visiveis (ALBERTS et dl .,
2004).

Existe intima correlac@o entre a reparagdo 0ssea e determinadas proteinas que
atuam como verdadeiros marcadores do processo (SANTOS et a., 2005). O avanco
nesta area podera contribuir para o desenvolvimento ou melhoria do tratamento de
perdas Osseas, minimizando o tempo de reparo. A evolugdo das técnicas de biologia
molecular e celular tem permitido a observacdo mais acurada de moléculas, como, por
exemplo, quando se utiliza aimunohistoquimica para estudar as proteinas.

Através da técnica de imunohistoquimica, podemos observar em um corte
histol égico convencional a distribuicdo das proteinas presentes naquele tecido (Figura
2.1). A imunohistoquimica é usada para identificar constituintes celulares ou teciduais
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(antigenos) através de interacOes antigeno-anticorpo que podem ser visualizadas em
microscopios (YAMASHITA, 2007). O seu principio bésico refere-se a capacidade de
desenvolver anticorpos especificos para determinadas proteinas do organismo, as quais
irdo se ligar visando sua posterior identificacéo por diversos métodos como atividade
luminescente, fluorescente ou corantes visiveis para 0 olho humano (enzimas como a
peroxidase). Os anticorpos podem ser do tipo monoclona (mais especifico) ou
policlona (PINHO, 2005).
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Figura 2.1 — Fotomicrografias de cortes histolégicos de tecido tumoral (cancer
coloretal). Coloracdo convencional em (@) e imunohistoguimica em (b), na qual podemos
observar a presenca de proteina p53 (coloracdo acastanhada) (PINHO, 2005).

Durante o exame de imunohistoguimica estes anticorpos séo adicionados ao
tecido contido em um corte histolégico fixado em lamina, no qual irdo identificar e
fixar-se as moléculas da proteina em questdo, permitindo sua identificacdo e
distribuicéo espacial. (Figura2.2) (PINHO, 2005).
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Figura 2.2 — Esquema identificando as principais etapas para a producgio e
utilizaciio de anticorpos primarios para imunohistoquimica (PINHO, 2005).

A imunohistoquimica vem sendo largamente empregada no diagndstico de
doencas e estudo de processos inflamatorios. A descricdo mais detalhada deste método
estano Apéndice10.2.

A seguir apresentam-se as principais células inflamatorias e suas funcdes
observadas na andlise histomorfométrica, bem como a importancia dos marcadores
bioldgicos propostos para estudar a angiogénese local e a proliferacio celular no
presente estudo.

2.4.1- Eosinoéfilo (polimorfonuclear)

Age na modulacdo do processo inflamatério. Fagocita e digere complexos de
antigenos com anticorpos (presentes em reacfes alérgicas). S8 muito menos
numerosos do que os neutrofilos. Tém aproximadamente o mesmo tamanho dos
neutrofilos.  Seu nucleo em gera € bilobulado. Possui granulos especificos, sdo os
lisossomos (Figura 2.3).

Os eosindfilos ndo sdo células especializadas para a fagocitose de
microrganismos. Sua atividade defensiva é realizada pela liberac&o do conteido de seus
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granulos para o meio extracelular e pela fagocitose e destruicdo de complexos antigeno-
anticorpo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Figura 2.3: Representacéo esquematica do eosindfilo e sua fotomicrografia com o
nucleo bilobulado e granulos citoplasmaticos grosseiros (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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2.4.2- Neutrofilo (polimorfonuclear)

Atua na defesa contra a invasdo de microrganismos, estando presente em
tecidos que estdo infectados ou inflamados Realiza fagocitose de substancias e
microrganismos. Tem nucleos formados por dois a cinco I6bulos (mais frequentemente,
trés |6bulos) ligados entre si por finas pontes de cromatina. A célula muito jovem tem
nucleo ndo segmentado em I6bulos (Figura 2.4).

O citoplasma do neutréfilo apresenta principa mente dois tipos de granul agoes:
os granul os especificos, muito finos, e os granulos azurofilos (lisossomos).

Enquanto estdo no sangue circulante sdo esféricos e ndo fagocitam mas se
tornam amebdides e fagocitérios t&o logo encontrem um substrato solido sobre o qual
possam emitir pseuddpodos.

A substéncia ou microrganismo é rodeado pelos pseudopodos, que se fundem
em torno dela. Assim a substancia ou microrganismo finalmente ocupa um vacuolo
(fagossomo). Logo a seguir, os granulos especificos situados nas proximidades fundem
suas membranas com a dos fagossomos e esvaziam seu conteldo no interior destes. Em
seguida os lisossomos descarregam as enzimas no fagossomo, onde tem lugar a morte e
a digestdo da substancia ou microrganismo. A lisozima € um dos componentes dos
granulos dos neutrofilos.

Os neutréfilos e os outros granuldcitos entram no tecido conjuntivo passando
entre as células endoteliais dos capilares e vénulas pés-capilares (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004)

Figura 2.4 Representagdo esquemética do neutréfilo e sua fotomicrografia com os
nucleos de um nimero variavel de [6bulos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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2.4.3- Mastocito

Secreta moléculas que modulam a inflamagdo e a reacdo imunitaria E uma
célula globosa grande e com citoplasma repleto de granul os que se coram intensamente.
Seus granulos contém mediadores quimicos como a histamina e glicosaminas. Os
mastocitos colaboram com as reacOes imunes e tem um papel fundamental na
inflamagdo, nas reacdes alérgicas e na expulsdo de parasitas (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Representacdo esguemaética do mastécito e sua fotomicrografia com véarios
mastacitos no tecido conjuntivo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os gréanulos dos mastocitos sdo metacromaticos devido a alta concentracdo de
radicais écidos presentes nos glicosaminas. Outros congtituintes dos granulos dos
mastocitos séo a histamina, a qual promove um aumento da permeabilidade vascular,
importante na inflamacdo, proteases neutras e o fator quimiotatico dos eosindéfilos na
angfilaxia. Com a dilatagdo e o aumento da permeabilidade dos vasos, decorrente da
liberacdo de histamina, ha uma facilitagdo da migracdo dos leucdcitos e portanto dos
anticorpos e componentes do complemento para o local dainfeccédo (ALBERTS et d.,
2004).

Os mastocitos participam ativamente na reparacdo tecidual., um processo
continuo que inicia apos o trauma e tem muitas etapas. inflamacéo, formacéo de tecido
de granulacdo e remodelamento. Participam de todos os estégios da reparagdo tecidual
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atuando na permeabilidade dos vasos e formacéo de colageno (LEVI-SCHAFFER e
RUBINCHIK, 1995). Estéo presentes nainflamagao cronica, respostaimunoldgica e de
fibrose (GALLI, 1993, RUGER et a., 1994). Podem afetar o comportamento do
fibroblasto e consequientemente o processo de fibrose, pela liberacdo de mediadores
(histamina, proteoglicanas e enzima proteoliticas) (KUPIETZKY e LEVI-SCHAFFER,
1996).

Os mastécitos regulam a proliferacdo de fibroblastos e contribuem
significantemente para o reparo tecidual. Segundo MUSSEL et a. (2003), o aumento
do nimero de mastdcitos interagindo com fibroblastos permite a grande producéo de
colageno, aumentando assim a densidade da capsula fibrosa.

Os mastdcitos se originam de células precursoras hematopoéticas (produtoras de
sangue) situadas na medula éssea. Estes mastOcitos imaturos circulam no sangue,
cruzam a parede de vénulas e capilares e penetram nos tecidos, onde véo proliferar e se
diferenciar. Os mastécitos sdo amplamente distribuidos pelo corpo, porém sdo
parti cularmente abundantes na derme e nos tratos digestivo e respiratorio (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2004).
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2.4.4 — Macrofago

O macréfago participa da avaliacdo da atividade inflamatéria, produzindo
intensamente a lisozima, enzima capaz de digerir a parede celular de algumas bactérias,
fazendo com gue elas se desintegrem e morram (ALLEN et a.,1984, BISHOP et a.,
2007, YAMATE et al.,1997). Esta presente no interior dos granulos (lisossomos) dos
macrofagos e de células polimorfonuleares (Figura 2.6).

E uma célula fagocitéria derivada dos mondcitos sanguineos, tipicamente
residente em muitos tecidos. Tem a fungdo de lixeiro e de apresentacdo de antigeno na
resposta imune. Estes promovem a defesa, fagocitose de restos celulares, elementos
anormais da matriz extracelular, células neoplasicas (cancerosas), substancias estranhas
gue penetram no organismo e bactérias. Secreta substancias (citocinas) que participam
nas funcdes de defesa e reparo dos tecidos. E abundante nas inflamages cronicas. O
macréfago tem importante papel na remocdo de restos celulares e componentes
extracelulares aterados (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). E um marcador tanto
paraalinhagem granulocitica, quanto paraamonocitica (ALVESet a., 1999).
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Figura 2.6: Representagdo esquemética da lisozima, presente no interior dos
lisossomos dos macréfagos.  (www.educared.org.ar/enfoco/recursos/archivo/biologiaasp e
www.sani dadanimal .info/cursos/inmuno2/caf31.htm, acessados em julho de 2007).
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2.4.5- Célula gigante multinucleada tipo corpo estranho

Os macréfagos podem se fundir formando a célula gigante multinucleada tipo
corpo estranho (Figura 2.7). Faz a segregacdo e digestdo de corpos estranhos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Figura 2.7: Fotomicrografia da célula gigante multinucleada tipo corpo estranho (*) no
centro da figura (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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2.4.6- Fator VIII ou de Von Willebrand

O fator Von Willebrand, também designado por fator VIII endotelial., € uma
glicoproteina, sintetizada exclusivamente por células endoteliais e megacariocitos.
Além de atuar na adesdo e agregacdo plaquetaria, como transportador do fator VIII da
coagulagdo, aumenta consideravelmente sua meiavida plasmética. Em condicfes
fisiologicas, a proteina endotelial € secretada constitutivamente, tanto para a membrana
basal como para o sangue (Figura 2.8).

Quando o equilibrio da céula endotelia € “perturbado”, em condicOes
patol bgicas, ocorre rgpida secregdo do fator VIII. A atividade antigénica do fator VIII
na membrana plasmética é considerada universalmente como um marcador de disfuncéo
endotelial e assim utilizada rotineiramente (LOPES et al., 1998)

O fator VIII é um angigeno atamente especifico para a demonstracdo de
diferenciacéo vascular (ALVESet al., 1999).

Bacwria.*._.

Inflammation

—— Chemetactic gradient

}_}f}':— Leukocyte

Endothelial

Figura 2.8: Mecanismo de interaciio entre as células sanguineas a partir de um
estimulo tecidual (Fator VIII). Um trauma vascular induz imediatamente as células endoteliais
a liberarem os contetidos dos seus granulos estocados (corpos de Welbel -Palace) compostos de
P-selectinas e Fatores de Von Willebrand (VWF) ou Fator VIII. O FVW é rapidamente
depositado na superficie da matriz extracelular exposta, onde desempenha um papel importante
na adesdo das plaquetas ao sitio infectado
(www.medstudents.com.br/original/revisao/selectin/selectin.htm,

www.famema.br/hemocentro/sangue.htm, acessados em julho de 2007).
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2.4.7- PCNA

Seu significado é antigeno nuclear de proliferacdo celular e tem a funcéo de
guantificacéo da proliferacdo celular (UENO et al., 2003) (Figura 2.9).

Estudar a dindmica celular é vital para a compreensdo de uma grande variedade
de processos fisioldgicos ou patoldgicos. Durante o ciclo celular, as células tém trés
caminhos possiveis a percorrer: permanecer no ciclo, e portanto seguir para uma
proxima divisdo, permanecer viva sem divisdes adicionais ou morrer. Os métodos
imunohi stoquimicos baseiam-se na deteccdo de antigenos cuja expressao tenha relagdo
gualitativa ou quantitativa com uma ou mais fases do ciclo celular. O antigeno nuclear
de proliferacdo celular (PCNA) é uma proteina nuclear envolvida na sintese do DNA
(ALVESet d., 1999).

Figura 2.9: Representagdo esquemdtica do anti-PCNA e fotomicrografia de sua
marcagao em corte histol6gico preparado pea imunohistogquimica.
(www.cor.uams.edu/images’youngmouse _do pcnad0x.jpg e
www.wikipedia.org/wiki/WikipediaWikiProject Molecular_and Cellular_Biology, acessados
em julho de 2007).
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo é anadlisar qualitativa e quantitativamente a resposta
tecidual a duas hidroxiapatitas com diferentes propriedades fisico-quimicas utilizadas
para 0 preenchimento de defeito de tamanho critico na calvéria de ratos. Os objetivos
especificos sdo:

e identificar e quantificar os tipos celulares presentes durante o reparo 0sseo.
Especificamente células polimorfonucleares, mastocitos, macréfagos, células gigantes

multinucleadastipo corpo estranho;

guantificar o nimero de microvasos;

guantificar o nimero das células em proliferacéo;

determinar a &rea de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterid;

e avaliar a evolugcdo do reparo correlacionando os parametros analisados com
as propriedades fisico-quimicas dos biomateriais..
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4. MATERIAIS E METODOS

Dentre os procedimentos relatados a seguir, destaque-se que as hidroxiapatitas
utilizadas, os procedimentos cirdrgicos e processamento histotoldgico foram realizados
durante 0 desenvolvimento da tese de doutorado do Marcio Baltazar Conz (2006,
COPPE/UFRJ). A fim de proporcionar a compreensao do desenho experimental ., este se
encontra descrito no Apéndice 10.1. A andise histomorfométrica dos cortes
histol 6gicos corados por HE e imunohistoquimicafoi realizada no presente trabal ho.

4.1- Materiais
a) HA-1 — Granulos de hidroxiapatita sintética de baixa cristalinidade (28%)
b) HA -2 — Gréanulos de hidroxiapatita sintética alta cristalinidade (70%)

4.1.1- Grupos Experimentais

Um total de 60 ratos Wistar (Rattus norvergicus), machos adultos (cinco meses
de idade e peso médio de 350g), fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Bauru, USP, foram divididos aleatoriamente em trés grupos de 20
animais cada, os quaisforam mortos 1, 3, 6 e 9 meses apds os procedi mentos cirdrgicos.
Os grupos experimentais analisados foram Coagulo (1), HA-1 (II) e HA-2 (l1).
Defeitos criticos foram criados no cranio dos ratos como descrito no Apéndice 10.1, e

preenchidos com coagulo (controle) ou HA (1 e 2), como demonstrado nafigura 4.1.

A Medula ¢ssea Codgulo B Medula éssea Biomaterial
Borda do defeito

Borda do defeito

Duramaiter

Cérebro A

Figura 4.1: Esquema do modelo experimental utilizado. A) Grupo | (controle),
defeito preenchido com coégulo e B) Grupo experimentd., defeito preenchido com biomaterial
(gruposlli elll).
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4.2- Métodos

4.2.1 - Analise microscopica descritiva - HE

As fotomicrografias dos cortes histol 6gicos corados com HE foram obtidas com
uma camara digital Sony cyber-shot - P-93 operando no modo manual., zoom de 3.0,
com 2592 x 1944 pixels, acoplada a um microscépio trinocular de luz (Jeneval-Zeis),
com uma objetiva de 100x, sendo armazenadas digitalmente. Foram fotografados cerca
de 40 campos em cada corte histolégico, correspondente a um animal., sendo assim
coletadas imagens dos 60 cortes perfazendo um total de 2.346 imagens digitais, sem
haver sobreposi¢des das mesmas (Figura 4.2).

Medula dssea

/ Borda do defeito
Us]su

o OO
S CCC o0

Duramaiter

Figura 4.2- Representacio esquematica das imagens capturadas com o
microscopio. Os circulos em amarelo sdo os campos fotografados nos cortes histoldgicos.
Entre cada imagem capturada, 3 campos sucessivos e ndo superpostos foram desprezados.

Na andlise microscopica, quantificou-se, por identificagdo morfologica, as
cdulas inflamatdrias, em particular: polimorfonucleares (Figura 4.3), mastécitos (Figura
4.4) e células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho (Figura 4.5), assim como as
areas de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterial.
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Figura 4.3 — Fotomicrografia identificando as células polimorfonucleares.
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Figura 4.4 — Fotomicrografias identificando mastécito. A) HE;, B) Giemsa: corante
utilizado para confirmar a marcacao de mastécito, notar os granulos no citoplasma (seta).



15 pm

Figura 4.5 — Fotomicrografia identificando as células gigantes multinucleadas tipo
corpo estranho.
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4.2.2- Analise microscopica descritiva - Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica empregada foi a enzimética (peroxidase) tendo
como cromdbgeno o 3,3 — diaminobenzidina — HCI (DAB), obtendo-se a cor marrom nas
marcagoes. Determinou-se assim, a distribuicdo espaco-temporal das células
imunopositivas para macréfagos (anti-lisozima); quantificagdo da intensidade da
densidade de microvasos por meio do anti-fator VIII e proliferagdo celular através da
identificacdo e quantificagdo do anti-PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular).
O protocolo seguido foi o utilizado no Laboratério de Imunohistoquimica do Hospital
Antonio Pedro da Universidade Federal Fluminense (Apéndice 10.3).

As capturas das imagens das se¢cOes imunomarcadas com anti-Lisozima (Figura
4.6) eanti-Fator VIII (Figuras 4.7), foram feitas com uma camara digital Cannon Power
Shot A 95 operando no modo automético, zoom de 3.0,com 2502x1944 pixels, acoplada
a um microscopio trinocular de luz (Jeneval-Zeis), com uma objetiva de 40x, sendo
armazenadas digitalmente. Foram fotografados 10 campos aeatérios em cada corte
histolégico (de cada imunomarcador), correspondente a um animal., sendo assim
coletadas imagens dos 60 cortes perfazendo um total de 1.200 imagens digitais, sem
haver sobreposi ¢coes das mesmas.
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Fi gura 4.6 — Fotomi crografl a |dent|| cando as celulas |munop05| tlvas para macrofagos,
através da marcagdo com anti-lisozima.

i
Figura 4.7 — Fotomicrografia |dent|f|cando 0S microvasos, através da marcagdo dos
vasos sanguineos imunomarcados com anti-fator VI1I.
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As capturas das imagens das secOes imunomarcadas com anti-PCNA foram
feitas com uma camara digital Media Cybernetics, Evolution MP Color, acoplada a um
microscopio trinocular de luz (Nikon Eclipse E 400), com uma objetiva de 20x, sendo
armazenadas digitalmente.  Foram fotografados 10 campos aeatérios em cada corte
histol égico, correspondente a um animal sendo, assim, coletadas imagens dos 60 cortes
perfazendo um total de 600 imagens digitais, sem haver sobreposicbes das mesmas
(Figura4.8).

» / »
Y (#5~4

! i
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éﬂ-." B t'i

X | Py

Figura 4.8 — Fotomicrografia identificando as células em proliferacdo, através da
marcacdo com anti-PCNA.
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4.2.3- Analise histomorfométrica

A andlise histomorfométrica foi realizadacom o auxilio do programa Image Pro
Plus® (Media Cybernetics, L. P., Silver Spring, MD) (FRANCISCO, 2003), como
descrito no Apéndice 10.4. Para o materia corado com HE, a contagem das células
identificadas morfologicamente foi manual (Figura 4.9), assim como a avaliacéo das
areas de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterial (Figura4.10).
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Figura4.9: A) e B) Tela do programa Image-Pro Plus® mostrando as contagens das 3
diferentes classes de células inflamatdrias da andlise histomorfométrica.
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Figura 4.10: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando a quantificagdo das éreas
de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterial.
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Para 0 material imunomarcado com anti-lisozima, foi realizada a contagem dos
elementos imunomarcados, sendo o0s macrofagos identificados < também
morfologicamente (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando a contagem de
macrofagos imunomarcados com anti-lisozima.
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Para 0 material imunomarcado com anti-fator V111, foram computados apenas os
vasos sanguineos gque apresentaram o didmetro interno menor que 50 um, para isto foi
utilizada uma grade sobre a imagem, onde cada lado do quadrado tinha 50 um (Figura
4.12).
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Figura 4.12: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando a contagem de vasos
sanguineos imunomarcados com anti-fator V111, com o auxilio de grade sobre aimagem.



Para 0 material imunomarcado com anti-PCNA, foi realizada a segmentacéo de

imagem, sendo feita a avaliagdo da areaem mm’ ocupada pelas células em proliferacéo
(Figura4.13).
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Figura 4.13: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando avaliagdo da area em

mm? ocupada pelas céulas em proliferacgo imunomarcadas com anti-PCNA, com o auxilio da
segmentacdo de imagem.

4.2.4- Analise Estatistica

A andlise estatistica dos escores foi realizada por meio de teste de comparacéo
das médias dentro dos grupos com 0 mesmo tratamento (coagulo, HA1 e HA2) e dos
grupos com 0 mesmo tempo (1, 3, 6 e 9 meses). Como alguns dos dados obtidos na
analise histomorfométrica das células inflamatérias (polimorfonucleares, mastécitos,
macrofagos, células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho), da quantificagdo da

44



densidade de microvasos e da intensidade da proliferacdo celular apresentaram
diferenca significativa entre os desvios padrdes esses foram analisados estatisticamente
pelos testes ndo paramétricos de Kruskal Wallis e complementados pelo teste de Dunn
para comparacdes multiplas das médias. Porém os dados referentes ao efeito tratamento
das cdlulas gigantes multinucleadas tipo corpo estranho e o efeito tratamento dos
biomateriais em funcdo dos periodos experimentais foram analisados pelo teste de
Mann-Withney. Foram utilizados os programas GraphPad InStat versdo 3.01 para
Windows 95, 1998, GraphPad  Software, San Diego  Cdifornia
EUA,(www.graphpad.com) e GraphPad Prism versdo 4.00 para Windows, 2003,
GraphPad Software, San Diego California EUA, (www.graphpad.com) . O nivel de
significanciaempregado foi de a = 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 — Analise histolégica descritiva

A andlise histol6gica das bidpsias nos varios grupos experimentais mostrou que
0 defeito ndo foi preenchido por tecido 6sseo em nenhum dos tratamentos nos diferentes
periodos estudados, porém foram identificados na area do defeito os seguintes estégios
de reparacéo:

1 més

O tecido conjuntivo se apresentou com alto grau de celularidade, denso em torno
dos granulos de biomaterial e frouxo nas regifes mais afastadas do mesmo. Tecido
0sseo neoformado foi encontrado nos bordos do defeito (Figura 5.1A).

No grupo controle, a &rea ocupada pelo tecido conjuntivo era significantemente
maior do que a do grupo HA2. O infiltrado inflamatério era crénico, com poucos
polimorfonucleares identificados principamente nas regides proximas aos vasos
sanguineos (Figura 5.2A). E importante destacar a presenca de céulas sugestivas de
mastocitos, que se encontram dispersos no tecido conjuntivo (Figura 5.2B), a qual foi
confirmada pela coloragdo por Giemsa. Com relagdo as células inflamatérias havia
predominancia de células mononucleares, sugestivas de macréfagos (Figura 5.2C). A
distribuicdo de microvasos ocorreu de forma homogénea no tecido conjuntivo (Figura
5.2D). A proliferagdo celular era discreta e dispersa no tecido conjuntivo, sugerindo
célulasinflamatorias e fibroblastos (Figura 5.2E).

No grupo com HA1, havia semelhanca com o grupo controle na distribuicdo das
células polimorfonucleares (Figura 5.3A) e dos mastdcitos (Figura 5.3B). Os
macrofagos se encontram em maior nimero nas regides adjacentes ao biomaterial
(Figuras 5.1 B € 5.3C). Foram identificadas células gigantes multinucleadas tipo corpo
estranho na periferia dos granulos de HA1 (Figura 5.3D), sugerindo tentativa de
atividade de absorcdo. A distribuicdo de microvasos ocorreu de forma homogénea
(Figura 5.3E). Céulas em proliferacdo se concentram nas regides adjacentes ao
biomaterial, sugerindo células inflamatorias (Figura 5.3F).

A resposta tecidual a HA 2 apresentou poucas células polimorfonucleares, com
maior concentracdo proximo aos vasos sanguineos (Figura 5.4A). Os mastécitos se
localizaram de forma dispersa no tecido conjuntivo (Figura 5.4B). Havia um maior
nimero de macrofagos com relacdo a HA1 (Figura 5.4C). Céulas gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho estavam presentes na periferia dos granulos de HA2
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(Figuras 5.1C e 5.4D). A distribuicdo de microvasos ocorreu homogeneamente dentro
do tecido conjuntivo (Figura 5.4 E) e houve uma maior concentragdo de células em
proliferacdo nas regides adjacentes ao biomaterial (Figura 5.4F).

3 meses

Este periodo teve similaridades a0 de 1 més (Figura 5.5), porém o tecido
conjuntivo apresentou o inicio do fibrosamento (Figura 5.5B) e nas regifes de maior
presenca de fibras, houve uma menor incidéncia de células (Figura 5.5A). Tecido 0sseo
neoformado foi encontrado nos bordos do defeito (Figura5.5C).

No grupo controle, a érea de 0sso era significantemente menor que nos grupos
com HA1 e HA2. O infiltrado inflamatério tendeu a diminuir, com uma particular
diferenca na quantidade de macréfagos (Figuras 5.6A; B; C). A distribuicdo de
microvasos ocorreu de forma homogénea (Figura 5.6D). Com relacéo ao grupo controle
com 1 més, a proliferacdo celular tendeu a aumentar (Figura 5.6E), sugestivo de
aumento na atividade da reparacéo tecidual.

No grupo com HA1, houve semelhanca com o periodo de 1 més (Figuras 5.7A-
D; F), porém a densidade de microvasos foi maior que o grupo controle de 3 meses
(Figura5.7E).

A respostatecidua no grupo com HA 2 (Figuras 5.8A; B; D-F), seguiu 0 mesmo
padrdo que o HA 1, porém observou-se maior nimero de macrofagos quando comparado
ao controle de 3 meses (Figura5.8C).

6 meses

Este periodo apresentou um padréo de similaridade com os periodos de 1 e 3
meses (Figura 5.9), porém o tecido conjuntivo era menos celularizado, indicando maior
fibrosamento da regido(Figura 5.9B) e com formagdo 6ssea na borda do defeito (Figura
5.9A). Houve o aumento na densidade de fibras na aresta do biomaterial (Figura5.9C).

No grupo controle o infiltrado inflamatorio e a proliferagdo celular tenderam a
diminuir, sendo este Ultimo com uma diferenca estatisticamente significante em relacéo
a0 periodo de 3 meses, sugerindo a diminui¢do do recrutamento de células inflamatorias
(Figuras5.10A-C, E), e adensidade de microvasos tendeu a aumentar (Figura 5.10D).

No grupo com HA1(Figura5.11) houve semelhanga com o periodo de 3 meses.

Em comparacdo com os periodos de 1 e 3 meses houve similaridade da resposta
tecidual do grupo com HA 2 (Figuras 5.12A;B; D-F), porém notou-se clara diminui¢do
na distribuicdo no numero de macrofagos (Figura5.12C).
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9 meses

Foi evidente a diminuicdo na densidade celular neste periodo em relagcdo aos
tempos anteriores (1-6 meses) (Figura 5.13A), com fibras organizadas em torno do
biomaterial. A &rea de tecido conjuntivo aumentou significantemente em relacdo aos
tempos anteriores para o grupo de HA1l. Para o grupo de HA2, o tecido conjuntivo
dobrou de area entre os periodos de 3 e 9 meses. O tecido 6sseo neoformado foi
encontrado em algumas regifes englobando os granulos de HA (Figura 5.13B). Em
outras regibes foram observadas células sugestivas de osteoclastos, indicando
remodelamento ésseo, pois a &rea ocupada por 0sso diminuiu em relacdo ao periodo de
6 meses (Figura5.13C).

No grupo controle, o infiltrado inflamatério e a proliferacdo celular tenderam a
diminuir (Figuras 5.14A; B), com uma particular diferenca da quantidade de
macrofagos, sendo menor em relacéo ao grupo de controle com 1 més (Figura 5.14C),
sugerindo que a resposta inflamatéria diminua com o tempo. Houve aumento na
densidade de microvasos (Figura5.14D). A proliferagdo celular foi dispersa no tecido
conjuntivo (Figura5.14E).

No grupo HA1, houve semelhanca com o periodo de 6 meses (Figuras5.15A; B;
D-F), exceto pela diminui¢do no nimero de macréfagos (Figura 5.15C) em relagdo ao
periodo de 1 més.

A resposta tecidual no grupo com HA 2 foi semelhante ao periodo anterior
(Figura 5.16A; B; D; F), porém o numero de macréfagos (Figura 5.16C) foi menor em
relagdo ao grupo de HA2 com 3 meses. A densidade de microvasos (Figura 5.16E)
diminuiu de forma significante em relacdo ao grupo de HA2 com 1 més, talvez por
neste momento se apresentarem vasos de maior calibre.
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Figura 5.1 — Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 1 més
(HE). A) Grupo controle, exibindo tecido conjuntivo frouxo (TC) e no bordo do defeito tecido
0sseo neoformado (O) exibindo ostedcitos (Oc) e osteoblastos (Ob); B) Grupo HA1, biomateria
(Bm) em contato com células mononucleares, sugestivas de macrofagos (M) e células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho (CG) e invaginagdo do tecido para o interior de uma

particula (setas vermelhas); C) Grupo HA2, tecido conjuntivo (TC) com células inflamatérias
(seta) na periferiado biomateria (Bm).
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Figura 5.2 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 1 més
do grupo controle. A) Células polimorfonucleares (setas) préximas a vasos sanguineos (VS)
(HE); B) Mastécitos (setas) dispersos no tecido conjuntivo (TC) (HE); C) Macréfagos (setas)
predominando no infiltrado inflamatério (anti-Lisozima/40x); D) Microvasos (setas)
distribuidos homogeneamente dentro do tecido conjuntivo (anti-Fator VIII); E) Células em
proliferagdo (setas) sugestivas de células inflamatdrias (anti-PCNA).
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Figura 5.3 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 1 més
do grupo HA1. A) Céulas polimorfonucleares (setas) préximas a vasos sanguineos (VS) (HE);
B) Mastécitos (setas) dispersos no tecido conjuntivo (TC) (HE); C) Macréfagos (setas) se
encontram em maior nimero nas regides adjacentes ao biomaterial (Bm) e poucos dispersos no
tecido conjuntivo (TC) (anti-Lisozima); D) Célula gigante multinucleada tipo corpo estranho
(setd) na periferia do biomaterial (Bm) (HE); E) Microvasos (setas) distribuidos
homogeneamente dentro do tecido conjuntivo (TC) (anti-Fator VI1I1); F) Células em proliferacdo
(setas) se concentram em intimo contato com o biomaterial (Bm)., sugestivas de céulas
inflamatdrias (anti-PCNA).
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Figura 5.4 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 1 més
do grupo HA2. A) Células polimorfonucleares (setas) préximas a vasos sanguineos (VS) (HE);
B) Mastécitos (setas) dispersos no tecido conjuntivo (TC) (HE); C) Macréfagos (setas) se
encontram em maior himero nas regides adjacentes ao biomaterial (Bm) e poucos dispersos no
tecido conjuntivo (anti-Lisozima); D) Célula gigante multinucleadatipo corpo estranho (seta) na
periferiado granulo de HA (HE); E) Microvasos (setas) distribuidos homogeneamente dentro do
tecido conjuntivo (anti-Fator V1I11); F) Células em proliferacéo (setas) se concentram em intimo
contato com o biomaterial (Bm)., sugestivas de células inflamatdrias (anti-PCNA).
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Figura 5.5 — Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 3
meses (HE). A) Grupo controle, exibindo tecido conjuntivo (TC) fibroso e menos celular; B)
Grupo HA1, biomaterial (Bm) apresentando em sua periferia células gigantes multinucleadas
tipo corpo estranho (CG) e tecido conjuntivo denso (TC) com fibras ordenadas ao seu redor; C)
Grupo HAZ2, tecido 6sseo neoformado (O) no bordo do defeito exibindo ostedcitos (Oc) e
osteoblastos (Ob).
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Figura 5.6 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 3 meses
do grupo controle. A) Céula polimorfonuclear (seta) proxima a vaso sanguineo (HE); B)
Mastécitos (setas) dispersos no tecido conjuntivo (TC) (HE); C) Macréfagos (setas) em menor
numero, pois a reacdo inflamatdria esta diminuindo (anti-Lisozima); D) Microvasos (setas)
distribuidos homogeneamente dentro do tecido conjuntivo (anti-Fator VIII); E) Céulas em
proliferacdo (setas) sugestivas de células inflamatorias (anti-PCNA).



Figura 5.7 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 3 meses
do grupo HA1. A) Céulas polimorfonucleares (seta) proximas a vasos sanguineos (VS) (HE);
B) Mastocitos (seta) dispersos no tecido conjuntivo (HE); C) Macrdfagos (setas) se encontram
em maior nUmero nas regides adjacentes ao biomaterial (Bm) e poucos dispersos no tecido
conjuntivo (anti-Lisozima); D) Célula gigante multinucleada tipo corpo estranho (seta) na
periferia do granulo de HA (HE); E) Microvasos (setas) distribuidos homogeneamente dentro do
tecido conjuntivo (anti-Fator VI11); F) Células em proliferacdo (seta) se concentram em intimo
contato com o biomaterial (Bm), sugestivas de células inflamatdrias (anti-PCNA).
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Figura 5.8 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 3 meses
do grupo HA2. A) Células polimorfonucleares (setas) préximas a vasos sanguineos (VS) (HE);
B) Mastécitos (setas) digoersos no tecido conjuntivo (HE); C) Macréfagos (setas) se encontram
em maior nUmero nas regides adjacentes a0 biomaterial (Bm) e poucos dispersos no tecido
conjuntivo (anti-Lisozima); D) Célula gigante multinucleada tipo corpo estranho (seta) na
periferia do biomaterial (Bm) (HE); E) Microvasos (setas) distribuidos homogeneamente dentro
do tecido conjuntivo (anti-Fator VIII); F) Células em proliferaco (setas) se concentram em
intimo contato com o biomaterial (Bm), sugestivas de células inflamatdrias (anti-PCNA).
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Figura 5.9 — Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 6
meses (HE). A) Grupo controle, exibindo tecido conjuntivo (TC) menos celularizado e tecido
0sseo (O) neoformado no bordo do defeito exibindo ostedcitos (Oc) e osteoblastos (Ob); B)
Grupo HA1, tecido conjuntivo organizado (TC); C) Grupo HAZ2, tecido conjuntivo (TC) com
fibras ordenadas ao redor do granulo de HA.
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Figura 5.10 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 6
meses do grupo controle. O infiltrado inflamatdrio tende a diminuir. A) Céula
polimorfonuclear (seta) proxima a vaso sanguineo (VS) (HE); B) Mastdcitos (setas) dispersos
no tecido conjuntivo (TC) mais fibroso (HE); C) Macréfago (seta) em menor nimero, pois a
reacdo inflamatoria esta diminuindo (anti-Lisozima); D) Microvasos (setas) distribuidos
homogeneamente dentro do tecido conjuntivo (anti-Fator VIII); E) Células em proliferacéo
(seta) sugestivas de fibroblastos (anti-PCNA).
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Figura 5.11 - Fotomicrografias do defeito 0sseo no periodo experimental de 6
meses do grupo HA1. A) Céulapolimorfonuclear (seta) proximaa vaso sanguineo (VS) (HE);
B) Mastdcitos (setas) dispersos no local (HE); C) Macréfagos (setas) se encontram em maior
numero adjacentes ao biomaterial e poucos dispersos no tecido conjuntivo (anti-Lisozima); D)
Célula gigante multinucleada tipo corpo estranho (setd) na periferiado biomaterial (Bm) (HE);
E) Microvasos (setas) distribuidos homogeneamente na regido (anti-Fator VIII); F) Células em
proliferacdo (setas vermelhas) se concentram em contato com o biomaterial (Bm), sugestivas de
célulasinflamatdrias (anti-PCNA).
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Figura 5.12 - Fotomicrografias do defeito 0sseo no periodo experimental de 6
meses do grupo HA2. A) Célula polimorfonuclear (seta) proxima a vasos sanguineos (VS)
(HE); B) Mastécito (seta) dispersos no tecido conjuntivo (HE); C) Macréfagos (setas) no tecido
conjuntivo. Alguns grénulos de biomaterial (Bm) se encontram envoltos por cdpsula fibrosa
(anti-Lisozima); D) Céula gigante multinucleada tipo corpo estranho (seta) na periferia do
grénulo de HA (HE); E) Microvasos (setas) distribuidos homogeneamente dentro do tecido
conjuntivo (anti-Fator VIII); F) Células em proliferacdo (setas) se concentram dispersas no
tecido conjuntivo (TC), sugestivas de fibroblastos (anti-PCNA).
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Figura 5.13 — Fotomicrografias do defeito ésseo no periodo experimental de 9
meses. A) Grupo controle, exibindo tecido conjuntivo denso (TC) (HE); B) Grupo HA1, tecido
0sseo sendo formado envolvendo os granulos de HA (HE); C) Grupo HA2, osso neoformado

celularizado e em seu bordo células sugestivas de osteoclastos (seta), promovendo o
remodelamento 6sseo (HE).
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Figura 5.14 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 9
meses do grupo controle. O infiltrado inflamatério tendeu a diminuir. A) Célula
polimorfonuclear (seta) préxima ao vaso sanguineo (VS) (HE); B) Mastécitos (setas) dispersos
no tecido conjuntivo (TC) (HE); C) Macréfagos (setas) (anti-Lisozima); D) Microvasos (setas)
distribuidos homogeneamente dentro do tecido conjuntivo (anti-Fator VIII); E) Céulas em
proliferacdo (seta) sugestivas de fibroblastos (anti-PCNA).
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Figura 5.15 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 9
meses do grupo HA1. A) Células polimorfonucleares (setas) proxima a vaso sanguineo (VS)
(HE); B) Mastécitos (setas) dispersos no tecido conjuntivo (HE); C) Macrofagos (setas) em
maior concentracdo préximos ao biomaterial (Bm) (anti-Lisozima); D) Célula gigante
multinucleada tipo corpo estranho (seta) na periferia do biomaterial (Bm) (HE); E) Microvasos
(setas) distribuidos homogeneamente dentro do tecido conjuntivo (anti-Fator VI1II); F) Células
em proliferacdo (setas vermelhas) (anti-PCNA).
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Figura 5.16 - Fotomicrografias do defeito 6sseo no periodo experimental de 9
meses do grupo HA2. A) Células polimorfonucleares (setas vermelhas) proximas aos vasos
sanguineos (VS) (HE); B) Mastécito (seta) disperso no tecido conjuntivo (HE); C) Macréfagos
(setas) no tecido conjuntivo. Alguns granulos do biomaterial (Bm) se encontram envoltos por
cépsula fibrosa (anti-Lisozima); D) Céula gigante multinucleada tipo corpo estranho (seta) na
periferia do biomaterial (Bm), sugerindo atividade de absor¢céo (HE); E) Microvasos (setas)
distribuidos homogeneamente dentro do tecido conjuntivo (anti-Fator VIII); F) Céulas em
proliferagdo (setas) se concentram proximas ao biomaterial (Bm) (anti-PCNA).
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5.2 — Analise histomorfométrica

A andlise histomorfomeétrica dos cortes corados com Hematoxilina e Eosina e de
cortes submetidos a imunohistoquimica foi redlizada nas imagens obtidas por
microscopio de luz e armazenadas digitalmente.

As andlises estatisticas entre 0s grupos experimentais e controle foram realizadas
de duas formas. A primeira buscou comparar 0 comportamento tecidual em resposta aos
diferentes materiais de preenchimento inseridos nos defeitos 6sseos em cada periodo de
tempo do experimento (1, 3, 6 e 9 meses) — efeito tratamento. A outra abordagem foi
reaizada avaliando a quantidade de céulas inflamatérias, area de células em
proliferacdo e a densidade de microvasos em cada grupo ao longo do experimento —
efeito tempo.

Os valores resultantes das contagens foram relacionados proporcionalmente a
guantidade de &rea de tecido conjuntivo presente em cada corte histolégico. Houve uma
grande variagdo no indice do tecido conjuntivo, pois ocorreu ossificagdo diminuindo a
area inicialmente preenchida com coagulo, assim como houve também uma area
ocupada pelo biomaterial. Portanto, os resultados foram expressos na relacéo de
densidade de cada item analisado sobre a &rea de tecido conjuntivo presente em cada

animal.
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5.2.1 — Células polimorfonucleares

A presenca de células polimorfonucleares em todos os periodos avaliados, ndo
apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos coagulo, HA1 e HA2
(Figura 5.17 e Tabelas 5.1 e 5.2). Embora n&o tenha havido diferenca estatisticamente
significante entre os grupos, houve uma tendéncia de diminui¢éo do niUmero de células
polimorfonucleares ao longo dos periodos experimentais nos grupos coagulo e HA2 e

uma tendéncia de aumento no grupo HA1 (Figura 5.18).
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Figura 5.17 — Nimero de PMN/mm?de tecido conjuntivo do defeito dsseo tratado com
coagulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais.
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Tabela5.1 - Efeito do tempo para PMN — Determinacdo do nimero de PMN / mm?
Andlise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (Instat, GraphPad
Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em fungdo dos periodos
experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacio Valor de p
C1xC3 ns
C1xCe6 ns
C1x(C9 ns
C3xC6 ns
C3x(C9 ns
C6xC9 ns

HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 ns
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 ns
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 ns
HA2-3 x HA2-9 ns
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.2 - Efeito do tratamento para PMN — Determinagdo do nimero de PMN /
mm® Andlise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (Instat,
GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em func&o dos periodos
experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1 x HA1-1 ns
C1 x HA2-1 ns
HA1-1 x HA2-1 ns
C3 x HA1-3 ns
C3 x HA2-3 ns
HA1-3 x HA2-3 ns
C6 x HA1-6 ns
Co6 x HA2-6 ns
HA1-6 x HA2-6 ns
C9 x HA1-9 ns
C9 x HA2-9 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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Figura 5.18 — Tendéncia de diminuicdo do nimero de PMN/mm? de tecido conjuntivo
do defeito Gsseo tratado com coagulo e HA2 e uma tendéncia de aumento dos PMN no grupo
HA1, ao longo dos periodos experimentais.
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5.2.2 — Mastocitos

A presenca de mastécitos em todos os periodos avaliados, ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos coagulo, HA1 e HA2 (Figura 5.19 e
Tabelas 5.3 e 5.5). Embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos, houve uma tendéncia de diminui¢cdo do nimero de mastécitos ao longo
dos periodos experimentais (Fgura 5.20).

Figura 5.19 — NUmero de mastécitosmm?® de tecido conjuntivo do defeito dsseo
tratado com coagulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais.
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Tabela 5.3 - Efeito do tempo para mastécito — Determinacdo do numero de
Mastdcito / mm? Anélise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn
(Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em func&o dos
periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1xC3 ns
C1xCo6 ns
Ci1x(C9 ns
C3xCo6 ns
C3x(C9 ns
C6xC9 ns

HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 ns
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 ns
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 ns
HA2-3 x HA2-9 ns
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.4 - Efeito do tratamento para mastocito — Determinacdo do nimero de
Mastdcito / mm? Anélise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn
(Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em func&o dos
periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacio Valor de p
C1 x HA1-1 ns
C1 x HA2-1 ns
HA1-1 x HA2-1 ns
C3 x HA1-3 ns
C3 x HA2-3 ns
HA1-3 x HA2-3 ns
C6 x HA1-6 ns
C6 x HA2-6 ns
HA1-6 x HA2-6 ns
C9 x HA1-9 ns
C9 x HA2-9 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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Figura 5.20 — Tendéncia de diminuicdo do nimero de mastécitosmm? de tecido
conjuntivo do defeito désseo tratado com codgulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos
experimentais.

71



5.2.3 — Macrofagos

Na quantidade de macrofagos foram observadas diminuices significantes

(p<0,05) entre as médias no grupo controle de 1 més (80 céls/mmz) para 3 meses (20

céls/mn?) e para 9 meses (25 célsYmm?); no grupo HA1 de 1 més (141 célymm?) para 9
meses (19 céls'mn?) e finalmente no grupo HA2 de 1 més (238 cds/mm?) para 6 meses
(34 cds/mm?), de 3 meses (308 cd¥mm?) para 6 meses (34 cdlsmm?) e de 3 meses
(308 cdymm?) para 9 meses (49 célssmm?). Entre os grupos controle e HA2 houve

aumentos significantes (p<0,01) entre as médias dos periodos experimentais de 1 e 3

meses (Figura5.21 e Tabelas 5.5 e 5.6). Foi observada uma tendéncia de diminuicdo do

numero de macréfagos ao longo dos periodos experimentais (Figura5.22).
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Figura 5.21 — Ndmero de macréfagos/mm? de tecido conjuntivo do defeito Gsseo
tratado com coégulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais.
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Tabela 5.5 - Efeito do tempo para macrofagos — Determinacdo do nimero de
macréfagos / mm?. Andlise de dados pelos testes Kruskal -Wallis, seguido pelo teste de Dunn
(Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em func&o dos
periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
Ci1xC3 <0,05
C1xCe6 ns
C1x(C9 <0,01
C3xC6 ns
C3x(C9 ns
C6xC9 ns

HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 <0,01
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 ns
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 <0,05
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 <0,01
HA2-3 x HA2-9 <0,05
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.6 - Efeito do tratamento para macroéfagos — Determinacdo do nimero de
macréfagos / mm?. Andlise de dados pelos testes Kruskal -Wallis, seguido pelo teste de Dunn
(Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em func&o dos
periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1 x HA1-1 ns
C1 x HA2-1 <0,01
HA1-1 x HA2-1 ns
C3 x HA1-3 ns
C3 x HA2-3 <0,01
HA1-3 x HA2-3 ns
C6 x HA1-6 ns
C6 x HA2-6 ns
HA1-6 x HA2-6 ns
C9 x HA1-9 ns
C9 x HA2-9 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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Figura 5.22 — Tendéncia de diminuicdo da quantidade de macréfagos/mm? de tecido
conjuntivodo defeito Gsseo tratado nos grupos, ao longo dos periodos experimentais.
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5.2.4 — Células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho

E possivel constatar que a células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho
ndo foram observadas no grupo coagulo e ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os grupos HA1 e HA2 ao longo dos periodos experimentais (Figura5.23 e Tabelas
5.7 e 5.8). Embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significante entre os
grupos HA1 e HA2, houve uma tendéncia de diminui¢éo do niUmero de células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho ao longo dos periodos experimentais avaliados,
sendo estamaior no grupo HA2 (Figura5.24).
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Figura 5.23 — Numero de células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho/mm?de
tecido conjuntivo do defeito Osseo tratado com HAl1l e HA2, ao longo dos periodos
experimentais. Nesta figura,0 grupo coagulo ndo € aparente visto ndo ter célula gigante
multinucleada tipo corpo estranho.
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Tabela 5.7 - Efeito do tempo para células gigantes multinucleadas tipo corpo
estranho — Determinagdo do nimero de células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho /
mm® Andlise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (Instat,
GraphPad Inc.) dos grupos experimentais (HA1 e HA2) em fungdo dos periodos experimentais
(1, 3, 6,9 meses)

Comparacao Valor de p
HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 ns
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 ns
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 ns
HA2-3 x HA2-9 ns
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.8 - Efeito do tratamento para células gigantes multinucleadas tipo corpo
estranho — Determinacdo do numero de células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho /
mm?® Andlise de dados pelo teste de Mann Whitney (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos
experimentais (HA1 e HA2) em fung&o dos periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacio Valor de p
HA1-1 x HA2-1 ns
HA1-3 x HA2-3 ns
HA1-6 x HA2-6 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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Figura 5.24 — Tendéncia de diminui¢do do nimero de células gigantes multinucleadas
tipo corpo estranho/mm? de tecido conjuntivo do defeito Gsseo tratado com HA1 e HA2, a0
longo dos periodos experimentais. Nesta figura, o grupo coagulo néo é aparente, visto néo ter

célula gigante multinucleada tipo corpo estranho.
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5.2.5 — Densidade de microvasos

Na densidade de microvasos houve diminuicdo significativa (p<0,05) entre as
médias dos grupos HA2 de um més (92 céls/mmz) para9 meses (28 céls/mmz). Entre
0S outros grupos houve aumento estatisticamente significante (p<0,05) entre os grupos
controle e HA1 no periodo experimental de 3 meses (Figura 5.25 e Tabelas 5.9 e 5.10).
Foi observada uma tendéncia de diminui¢do da densidade de microvasos, nos grupos
HA1 e HA2 e uma tendéncia de aumento no grupo coagulo, ao longo dos periodos
experimentais (Figura5.26).
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Figura 5.25 — Densidade de microvasosmm? de tecido conjuntivo do defeito 6sseo
tratado com coagulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais.
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Tabela 5.9 - Efeito do tempo para a densidade de microvasos — Determinacéo da
densidade de microvasos / mn?. Andlise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Dunn (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos control e (C) e experimentais (HA1 e HA2) em
funcéo dos periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1xC3 ns
C1xCé ns
Cix(C9 ns
C3xCé6 ns
C3x(C9 ns
C6x C9 ns

HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 ns
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 ns
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 <0,05
HA2-3 x HA2-6 ns
HA2-3 x HA2-9 ns
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 510 - Efeito do tratamento para a densidade de microvasos —
Determinac&o da densidade de microvasos / mm?. Andlise de dados pel os testes Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais
(HA1 e HA2) em funcdo dos periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacio Valor de p
C1 x HA1-1 ns
C1 x HA2-1 ns
HA1-1 x HA2-1 ns
C3 x HA1-3 <0,05
C3 x HA2-3 ns
HA1-3 x HA2-3 ns
C6 x HA1-6 ns
C6 x HA2-6 ns
HA1-6 x HA2-6 ns
C9 x HA1-9 ns
C9 x HA2-9 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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Figura 5.26 — Tendéncia de diminuicdo da densidade de microvasos/mnt de tecido
conjuntivo do defeito dsseo tratado nos grupos HA1 e HA2 e uma tendéncia de aumento no
grupo coagulo, ao longo dos periodos experimentais.
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5.2.6 — Células em proliferaciao

No grupo controle foram observadas diminui¢des significantes (p<0,05) entre as
médias de 3 meses (6 cél s/mmz) para 6 meses (0,5 cél/mmz) e de 3 meses (6 cél s/mmz)
para 9 meses (0,5 cél/mmz). Dentro de todos os grupos ndo houve diferenca
estatisticamente significante no indice de proliferagdo celular nos diferentes periodos
experimentais (Figura 5.27 e Tabelas 5.11 e 5.12). Embora ndo tenha havido diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, houve uma tendéncia de diminuicdo ao
longo dos periodos experimentais (Figura5.28).
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Figura 5.27 — Area de cdulas em proliferacdo/mm? de tecido conjuntivo do defeito
0sseo tratado com coagulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais.
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Tabela 5.11 - Efeito do tempo na area de células em proliferacio — Determinacéo
da &rea de células em proliferacdio/ mm?” Andlise de dados pelos testes Kruskal -Wallis, seguido
pelo teste de Dunn (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e
HA2) em funcdo dos periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacio Valor de p
C1xC3 ns
C1xCe6 ns
C1x(C9 ns
C3xC6 <0,05
C3x(C9 <0,05
C6xC9 ns

HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 ns
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 ns
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 ns
HA2-3 x HA2-9 ns
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.12 - Efeito do tratamento na area de células em proliferagio —
Determinacio da &rea de células em proliferacéo / mn?. Andlise de dados pelos testes Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e
experimentais (HA1 e HA2) em funcdo dos periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacio Valor de p
C1 x HA1-1 ns
C1 x HA2-1 ns
HA1-1 x HA2-1 ns
C3 x HA1-3 ns
C3 x HA2-3 ns
HA1-3 x HA2-3 ns
C6 x HA1-6 ns
C6 x HA2-6 ns
HA1-6 x HA2-6 ns
C9 x HA1-9 ns
C9 x HA2-9 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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Figura 5.28 — Tendéncia de diminuicdo da &rea de células em proliferagdo/mm’ de
tecido conjuntivo do defeito dsseo tratado com codgulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos

experimentais.
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5.2.7 — Tecido Conjuntivo

Foi possivel constatar que a area de tecido conjuntivo aumentou (p<0,05) de
43% para 72% e de 41% para 72% entre os periodos de 3 e 9 meses e de 6 € 9 meses,
respectivamente, no grupo HA1. Para o grupo HA2, o tecido conjuntivo dobrou de area
entre os periodos de 3 e 9 meses (p<0,05).

Entre os grupos experimentais observou-se que a area de tecido conjuntivo era
maior no grupo coagulo em relacdo o HA2 com 1 e 3 meses apos a implantacdo. Aos 6
meses, a area de tecido conjuntivo no grupo HA1 era menor que o HA2 (p<0,05)
(Figura5.29 e Tabelas5.13 e 5.14).
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Figura 5.29 — Percentual de &rea de tecido conjuntivo encontrado no defeito 6sseo
tratado com coégulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais.
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Tabela 5.13 - Efeito do tempo no tecido conjuntivo — Determinacdo da porcentagem
de tecido conjuntivo. Andlise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn
(Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em func&o dos
periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1xC3 ns
C1xCé6 ns
Cl1x(C9 ns
C3x C6 ns
C3x(C9 ns
C6xC9 ns

HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 ns
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 <0,05
HA1-6 x HA1-9 <0,05
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 ns
HA2-3 x HA2-9 <0,05
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.14 - Efeito do tratamento no tecido conjuntivo — Determinacdo da
porcentagem de tecido conjuntivo. Analise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Dunn (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em
funcdo dos periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1 x HA1-1 ns
C1 x HA2-1 <0,01
HA1-1 x HA2-1 ns
C3 x HA1-3 ns
C3 x HA2-3 <0,05
HA1-3 x HA2-3 ns
C6 x HA1-6 ns
C6 x HA2-6 ns
HA1-6 x HA2-6 <0,05
C9 x HA1-9 ns
C9 x HA2-9 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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5.2.8 — Osso

A érea ocupada pelo 0sso no defeito avaliado ndo variou significativamente
durante os periodos experimentais (p>0,05), exceto quando comparamos os periodos de
1 e 6 meses e 6 e 9 meses dentro do grupo HA1, quando se observa o aumento de 8%
para 34% e a reducdo da &rea do 0sso de 34% para 5% (p<0,05), respectivamente. Os
tratamentos experimentais utilizados (codgulo, HA1 e HA2) ndo afetaram
significativamente a area de 0sso (p>0,05), exceto aos 3 meses onde 0 grupo coagulo
apresentou a area de 0sso menor que os grupos HA1 e HA2 (p<0,05) (Figura 5.30 e
Tabelas5.15 e 5.16).
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Figura 5.30 — Percentual de area de 0sso encontrado no defeito 6sseo tratado com
coagulo, HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais.
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Tabela 5.15 - Efeito do tempo no osso — Determinacdo da porcentagem de 0sso.
Andlise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (Instat, GraphPad
Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em funcdo dos periodos
experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1xC3 ns
Cl1x Ceé6 ns
C1x(C9 ns
C3x Cé6 ns
C3xC9 ns
C6 x C9 ns

HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 <0,05
HA1-1 x HA1-9 ns
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 <0,05
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 ns
HA2-3 x HA2-9 ns
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.16 - Efeito do tratamento no osso — Determinag&o da porcentagem de 0sso.
Andlise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (Instat, GraphPad
Inc.) dos grupos controle (C) e experimentais (HA1 e HA2) em funco dos periodos
experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
C1 x HA1-1 ns
C1 x HA2-1 ns
HA1-1 x HA2-1 ns
C3 x HA1-3 <0,05
C3 x HA2-3 <0,05
HA1-3 x HA2-3 ns
C6 x HA1-6 ns
C6 x HA2-6 ns
HA1-6 x HA2-6 ns
C9 x HA1-9 ns
C9 x HA2-9 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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5.2.9 — Biomaterial

Foi observado aumento significativo na &rea de biomaterial entre os periodos de
1més (14%) para9 meses (22%) e 6 meses (12%) para 9 meses (22%) no grupo HA1
(p<0,05) e reducéo também significativa entre o periodo de 3 meses (33%) para6 meses
(8%) no grupo HA 2 (p<0,05). Entre os grupos houve diferenca significativa, onde o
grupo HA1 apresentou menor area de biomaterial que o HA2 (p<0,05) com 3 meses
apos aimplantacdo (Figura5.31 e Tabelas5.17 € 5.18).
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Figura 5.31 — Percentual de &rea de biomaterial encontrado no defeito dsseo tratado

com HA1 e HA2, ao longo dos periodos experimentais. Nesta figura o grupo codgulo ndo é
aparente visto ndo ter biomaterial.
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Tabela 5.17 - Efeito do tempo no biomaterial — Determinacdo da porcentagem de
biomaterial. Analise de dados pelos testes Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (Instat,
GraphPad Inc.) dos grupos experimentais (HA1 e HA2) em funcéo dos periodos experimentais
(1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
HA1-1 x HA1-3 ns
HA1-1 x HA1-6 ns
HA1-1 x HA1-9 <0,05
HA1-3 x HA1-6 ns
HA1-3 x HA1-9 ns
HA1-6 x HA1-9 <0,01
HA2-1 x HA2-3 ns
HA2-1 x HA2-6 ns
HA2-1 x HA2-9 ns
HA2-3 x HA2-6 <0,05
HA2-3 x HA2-9 ns
HA2-6 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo

Tabela 5.18 - Efeito do tratamento no biomaterial — Determinagdo da porcentagem
de biomaterial. Analise de dados pelo teste de Mann Whitney (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos
experimentais (HA1 e HA2) em func&o dos periodos experimentais (1, 3, 6, 9 meses)

Comparacao Valor de p
HA1-1 x HA2-1 ns
HA1-3 x HA2-3 <0,05
HA1-6 x HA2-6 ns
HA1-9 x HA2-9 ns

ns: ndo significativo
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6. DISCUSSAO

A reparacdo de extensos defeitos 6sseos €, ainda, um dos maiores desafios para
as areas de cirurgia odontoldgica e médica. Deste modo, é de grande importancia o
aprimoramento de meios que auxiliem o organismo na regeneracdo 0ssea no local. A
terapia cirdrgica utilizando biomateriais de preenchimento € um dos procedimentos que
tem proporcionado resultados satisfatérios na regeneracdo éssea em aguns tipos de
defeitos (PROUSSAEFS et a., 2002). A despeito do grande nimero de biomateriais
osteosubstitutos disponiveis no mercado, o biomaterial ideal., aliando simultaneamente
propriedades mecéanicas e biolégicas que favorecam o reparo, ainda ndo foi produzido
(CONZ et d., 2005).

Parece evidente que € necessaria a compreensdo mais detalhada dos eventos
moleculares e celulares envolvidos na resposta a biomateriais para implante Gsseo.
Andisar quantitativamente o efeito desses biomateriais na angiogénese e no
recrutamento de células infamatérias € um passo essencial, pois € 0 processo
inflamatério, viabilizado pelos vasos sanguineos, que ira definir a evolugéo do reparo
para a cicatrizagao ou regeneracao.

Segundo a FDA (Food and Drugs Administration), os requisitos para um
material ser considerado biocompativel sdo: ndo deve ser tOxico, cancerigeno ou
antigénico, ndo mutagénico e o biomaterial ndo deve interferir com a cicatrizacdo dos
tecidos que foram lesionados durante o ato cirdrgico (HELMUS e TWEDEN, 1995).

A hipétese positiva deste estudo era que as diferencas fisico-quimicas (em
especia a diferenca de cristalinidade) das duas hidroxiapatitas afetassem a resposta
tecidual nositens citados acima.

6.1 — Modelo experimental utilizado

Deve-se evidenciar que modelos animais tém sido utilizados, por varias décadas,
em experimentos para testes de medicamentos, materiais cirdrgicos e técnicas de
tratamentos. Usamos um modelo animal criado em condicOes laboratoriais totalmente
padronizadas, seguindo condicdes éticas pré-estabelecidas. Entretanto, os resultados
obtidos em modelo animais devem ser analisados com cautela, visto que ndo podem ser
extrapolados diretamente para 0os humanos e deve-se sdientar que animais de
laboratdrio de pequeno porte apresentam maior capacidade regenerativa 6ssea do que
humanos.
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Muitos fatores devem ser levados em consideracdo na avaiacdo de estudos in
vivo, como a quantidade e qualidade de osso formado num defeito dsseo, pois sdo
influenciadas pela espécie e o tipo de animal utilizado no experimento, sua idade, a
estabilidade do defeito, localizacdo anatdbmica do defeito, tipo de 0sso, presenca ou
auséncia de periosteo e da duraméter (TAGA, 2004). A espécie Rattus norvegicus,
avaliada neste estudo, € muito utilizada em pesquisas e aceita na comunidade cientifica
(BOHNING et a., 1999).

A regido anatdbmica escolhida para a confeccdo do defeito foi a calvaria. A
utilizacdo da calvaria para a realizagdo de defeito de tamanho critico deveu-se a sua
pobre vascularizagéo e relativa deficiéncia de medula éssea com relacdo a outros 0Ssos.
Na diploe da calvéria do rato a presenca do 0SS0 esponjoso entre as corticais € muito
discreta. Além disso, embriolégica e morfologicamente, a calvéria desenvolve-se por
ossificagcdo intramembranosa, a semelhanca dos o0ssos membranosos da face.
Anatomicamente a calvaria consiste de duas tabuas corticais que delimitam a regiéo
medular central., semelhante a0 0sso dveolar. Segundo DUPOIRIEUX et a. (2001) e
SCHMITZ e HOLLINGER (1986), devido as caracteristicas acima citadas, a calvaria €
o local de eeicdo paratestes de biomateriais e de estudo de regeneracdo Gssea guiada.

O defeito 6sseo de tamanho critico é definido como um defeito cujas dimensdes
ndo permitem a regeneracdo espontanea do tecido 0sseo durante o tempo de vida do
animal, ando ser que algum tipo de material osteogénico, osteoindutor ou osteocondutor
sgja colocado dentro ou sobre este defeito. Tais defeitos, quando néo tratados, sdo
reparados por tecido conjuntivo fibroso, embora possa ocorrer alguma neoformacéo
0ssea nas margens do defeito (DUPOIRIEUX et al., 2001, FERREIRA et a., 2004,
SCHMITZ e HOLLINGER, 1986 € TAGA et a., 2000).

O defeito de tamanho critico em calvéria aqui usado, atendeu aos requisitos
descritos por BOSCH et a. (1998) para testes de regeneracdo 0ssea, ou sgja a) o
tamanho minimo do defeito 6sseo experimental ndo deve ser menor do que o defeito
critico 6sseo, individuaizado para a espécie; b) o sitio de implantacdo deve incluir
preferencialmente osso cortical e medular; c) o defeito deve ser estavel; d) o risco de
fratura deve ser minimo; €) 0 modelo anima deve permitir facil acesso as analises
radiogréfica e histol 6gica.

Contudo, na literatura h& discordancia quanto ao tamanho critico dos defeitos em
cavéria de ratos. BOSCH et a. (1998), SANDBERG et a. (1993) e MARDAS et al.
(2002) consideraram critico defeitos de 5 mm de diémetro. Ja para DUPOIRIEUX et al.
(2001) séo defeitos de 6 mm e para DAHLIN et al. (1991) defeitos de 8 mm.
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Devido as estas consideracoes, na presente pesquisa foram utilizadas trefinas
cirirgicas com 8mm de didmetro interno, permitindo a confecgdo de um defeito final
com 8,5 mm de diametro.

Outro fator discutido na literatura é a localizagcéo de defeito na cavaria. Foi
realizado o defeito na regido frontoparietal da calvéria por varios fatores, como: a ndo
interferéncia da musculatura da orelha; a disponibilidade de grande area Ossea e a
grande facilidade para o manejo e realizacdo do defeito.

Apesar do acima exposto, convém salientar que existem pesquisadores que
contra-indicam esta localizagdo, devido ao risco de lesar durante a cirurgia a estrutura
anatbmica vascular existente abaixo da sutura sagital., e de introduzir o tecido
conjuntivo proveniente da sutura na avaliacdo da regeneracdo Ossea (BOSCH et
al.,1998). Estes pesquisadores preconizam a realizagdo de defeitos bilaterais em cada
animal., o que permitiria uma analise pareada entre o defeito controle e o teste. De
acordo com vérios pesquisadores (DAHLIN et al., 1991; KOSTOPOULOS e
KARRING, 2000; MARDAS et a.,.2002), é contra-indicado também esse procedimento
porque defeitos bilaterais ficam muito préximos um do outro, podendo a reparacdo de
um defeito interferir no defeito contralateral e até mesmo haver a intercomunicacéo
entre os defeitos por reabsorcdo da fina parede divisdria e, consegientemente, a
transformac&o em um Unico grande defeito, afetando os resultados do experimento.

O tipo de incisdo usada na calvaria € também um aspecto de discussdo, ja que
deve: facilitar a visdo do leito cirargico, gerar um retalho de facil mangjo, manter o
periosteo integro, conter o material em experimentagdo no local e facilitar a sutura. Nos
trabalhos de BOHNING et al., 1999; BOSCH et al., 1998 e DUPOIRIEUX et a., 2001
foi utilizada a incisdo sobre a sutura sagital. Contudo, acreditou-se que esse tipo de
incisdo sgja contrarindicado, uma vez que a coaptacdo do retalho e do peridsteo,
dividido no meio pela incisdo, fica no meio do defeito fazendo com que os dois
processos de cicatrizagdo, 0 do tegumento e o do o0sso, fiqguem sobrepostos,
possibilitando a interferéncia entre ambos e o desvirtuamento do processo de
regeneracdo Ossea. Também pode ocorrer, neste tipo de incisdo, que a sutura sga
realizada de forma inadequada, promova a deslocamento do material ou pode ocorrer
ainda a deiscéncia, 0 que provocaria a exposicdo do material., com instalagdo de um
processo infeccioso e, conseqlentemente, alteracdo no resultado final do reparo.
(JOVANOQVIC et d., 1992; LEKOVIC et da., 1998, MURPHY, 1995; NOWZARI e
SLOTS, 1995; WANG e CAROLL, 2001). Devido a estas consideragdes, optou-se por
realizar umaincisdo em melalua (SCHLIEPHAKE et a., 2004), deixando o retalho e 0

92



peridsteo integro sobre o defeito, fazendo com que a sutura fique a uma distancia
segura, sem a possibilidade de deslocamento do material em experimentacao.

6.2 — Analise histologica da resposta biologica

Atualmente o implante 6sseo mais utilizado na prética cirrgica odontoldgica e
meédica € 0 0sso autdgeno gue preenche o defeito proporcionando estabilidade, além de
agir como um arcabouco para a neoformacao 0ssea, sendo absorvido de maneira gradual
e vascularizado a medida que novo 0sso € sintetizado (Y OUNG et d., 1999). Contudo, a
dificuldade em se conseguir 0 osso suficiente e a morbidade causada por este
procedimento estimulou a busca de novas aternativas (BAUER e MUSCHLER, 2000;
CARVALHO, 2004, SERVICE, 2000, TAKAMORI et a 2007).

O reparo 6sseo envolve a quimiotaxia e adesdo de células tronco a matriz éssea
desmineralizada, seguida de proliferacéo de células osteoprogenitoras, diferenciacdo de
condroblastos e osteoblastos e a formacéo de cartilagem, 0sso e medula dssea
hematopoiética. E cada vez mais evidente que uma ampla variedade de proteinas
regulatérias governe a biologia celular e molecular da osteogénese (HAUSCHKA et al.,
1986; REDDI, 1981, SPORN e ROBERTS, 1989). Dentre essas proteinas destaque
especia deve ser dado as proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs), encontradas nos
tecidos mineralizados e que sdo liberadas durante a reabsorcdo (LIMA et a., 2007,
URIST, 1965; URIST et a., 1984; WOZNEY et a., 1988), induzindo a formacéo de
novo 0sso, tornando os fendmenos de reabsor¢do e aposicao acoplados (RODAN, 1991,
RODAN, 1992).

O desenvolvimento de substitutos ésseos decorre da limitagdo em qualidade e
guantidade de osso autégeno, impossibilidade de prever o grau de reabsorcéo do enxerto
e a grande morbidade. Dentre os diversos materiais existentes e em estudo, implantes
Osseos aoplasticos, como as HA, tém sido avaliadas (BODEN, 2002). Elas sdo
disponiveis em diversas formas e caracteristicas fisico-quimicas, densas ou porosas e
com propriedades osteocondutoras.

E sabido que, para que haja crescimento de tecido Gsseo, existe a necessidade de
preenchimento do defeito com coagulo sanguineo, permitindo o seu intimo contato com
tecido vivo das paredes do defeito e, conseqientemente, com células osteoprogenitoras
e osteoblastos preservados (MARKS e ODGREN, 2002). Assim foi escolhido o grupo
coagulo como controle e, em todos 0s outros grupos experimentais, os biomateriais
foram misturados ao sangue do proprio animal.
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Destaforma, afim de confirmar ou rejeitar a hipétese inicial deve-se determinar
a quantidade de células inflamatdrias, densidade de microvasos, células em proliferacéo
e éreas de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterial em funcdo dos tratamentos utilizados
(efeito do tratamento) e do tempo. Como € requisito fundamental a comparacéo entre
grupos e periodos, a andlise quantitativa e a aplicacdo de testes estatisticos sdo
essenciais para a identificagcdo, ou ndo, de diferencas provocadas pelos biomateriais ou
pelo tempo de reparo. Neste contexto, 0 grupo que recebeu apenas coagulo atua como
controle negativo, ou sgja, ndo havera reacdo inflamatdria, aumento na densidade de
microvasos ou proliferacdo celular estimulados pelo biomaterial no defeito, apenas a
reacao tecidual e cicatrizacdo induzida pela realizacdo do defeito 6sseo. (URIST et al.,
1984).

A andlise histomorfométrica dos vasos sanguineos e das células presentes no
tecido conjuntivo da érea do defeito (polimorfonucleares, mastécitos, macréfagos e
células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho) foi realizada por meio de
identificacd morfologica. A escolha desta forma de andlise se deve a complexidade
estrutural., dimensiona e da coloracéo destas estruturas (tanto entre, quanto dentro, das
classes celulares), a qual dificulta a automatizacdo de sua identificacdo. Além disto,
nem todas as estruturas que foram analisadas sdo claramente distinguiveis do fundo e
ndo tem uma escala de intensidade de cor diferente de outras estruturas da imagem
(instrucdes sobre o programa Image Pro® no site www.mediacy.com , acessado em
julho de 2007).

Contudo, a avaliagéo da proliferacdo celular pode ser automatizada por meio da

segmentacdo de imagem em funcdo do corante utilizado na imunohistoquimica para o
anti-PCNA (LU et a., 2006). Com esta possibilidade comparou-se a area marcada nos
diferentes grupos. E importante destacar que esse procedimento pode conter viés, uma
vez que existem variaveis na técnica da imunohistoquimica que podem influenciar na
intensidade da coloragdo obtida, bem como na coloragéo de fundo (*background”)
alterando assim os resultados.

Outro fator importante refere-se a andlise estatistica.  Como os dados obtidos
apresentaram diferenca significativa entre os desvios padrfes, esses foram analisados
estatisticamente por testes ndo paramétricos. Desta forma as pequenas diferencas
observadas, ou ndo, ndo sdo explicitadas. Cabe ressaltar que no sistema biolgico
diferencas da ordem de 10-15% podem n&o ser significativas do ponto de vista do
reparo em defeitos criticos.
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Foram encontradas raras células polimorfonucleares e estas observadas quase
gue exclusivamente proximos aps vasos sanguineos (visto que entram no tecido
conjuntivo passando entre as suas células endoteliais), ndo ao redor de 0sso ou
biomateriais e raramente dispersos no tecido conjuntivo (Figura 5.3 e 5.4). Houve
tendéncia de diminuicdo na incidéncia de células polimorfonucleares com o tempo
(Figura5.18).

Os mastocitos sdo conhecidos como mediadores da resposta infamatoria aos
biomateriais implantados, contribuindo significantemente na determinacdo da extensdo
e no grau do desenvolvimento da reagdo de corpo estranho, pois exercem importante
papel no recrutamento de células fagocitérias, incluindo macrofagos, para o local da
implantacdo do biomaterial (TANG et al., 1998). Neste estudo foram encontrados
mastdcitos dispersos no tecido conjuntivo dos 3 grupos experimentais (Figura 5.6, 5.7,
5.8) e houve tendéncia de diminuic¢éo na incidéncia de mastécitos com o tempo (Figura
5.20).

No inicio do reparo do defeito é esperada a presenca de células inflamatérias,
mesmo no grupo controle, devido ao trauma cirargico (ANDERSON et al., 2007) A
presenca de macréfagos é caracteristica da inflamagdo crénica e a maior concentracéo
desta resposta se encontra no local periférico ao implante. No presente estudo esteve
mais marcante ao redor dos biomateriais (Figura 5.7, 5.8) e esporadicamente foram
encontrados dispersos no tecido conjuntivo. No primeiro trimestre do reparo, os dados
sugerem que nos grupos com HA o material de maior cristalinidade recrutou mais
macréfagos que o de menor cristalinidade, pois este Ultimo tem uma cristalinidade
semelhante ao do 0sso, em torno de 20 a30 % (Figura 5.21). Apds este periodo houve
consideravel reducdo na quantidade de macrofagos dentro dos 3 diferentes grupos.

A existéncia de células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho entre os
grupos experimentais esta relacionada a presenca dos biomateriais no defeito, visto ser
uma céula que faz a segregaco e digesto de corpos estranhos. E a Unica célula que
ndo € encontrada no grupo controle. Apresenta-se marcantemente nas regifes
adjacentes e em contato direto com os granulos de hidroxiapatitas (Figura 6.1). Como
0s macrofagos aderidos na superficie do biomaterial se fundem para formar as células
gigantes multinucleadas tipo corpo estranho, algumas destas células também foram

marcadas com anti-lisozima (utilizado como marcador de macréfagos).
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Figura 6.1- Corte corado com Hematoxilina Eosina no periodo de 9 meses com
HA 2. Observar a presenca de células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho em torno do
biomaterial (setas vermelhas).

O inicio da angiogénese € essencia para 0 desenvolvimento adequado do 0sso,
Visto que o sucesso do implante 6sseo depende da vascularizagdo prematura (MISCH,
2006). A angiogénese é definida como o desenvolvimento de novos vasos sanguineos a
partir da proliferacéo de células endoteliais de estruturas vasculares pré-existentes
(FREITAS et a., 2005, STETLER-STEVENSON, 1999). Os vasos sanguineos
provenientes do 0sso que penetram no biomaterial fornecem céulas perivasculares
pluripotentes (os pericitos), que sdo capazes de se diferenciar em osteoblastos
(GARTNER e HIATT, 2002, LINDHE et a.,2005, MISCH, 2006, MURAMATSU e
BISHOP, 2002).
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A contagem dos vasos foi feita sabendo-se que estava contando uma estrutura
com arranjo tridimensional.,, que recebeu cortes e mostrou assim informacoes
bidimensionais. Por isto foram contados os microvasos cujos menores calibres de luz
possuiam 50 um (MANDARIN-DE-LACERDA, 2003).

A HA de mais dlta cristalinidade estimulou o maior surgimento de vasos no
inicio do reparo, 0 que pode ter sido fundamental para o conseqliente aumento na
presenca de células polimorfonucleares, mastocitos, macréfagos e células em
proliferacdo, todos no periodo experimental de um més (Figura 5.4).

A densidade de microvasos foi observada de forma difusa em todo o tecido
conjuntivo e foram computados apenas 0s vasos com a luz de no maximo 50 um, pois
estes sdo aqueles recentemente formados (GUTTMAN et a., 2004). Porém, com o
passar do tempo 0s vasos se apresentaram de maior calibre e houve uma tendéncia de
diminuicdo de sua densidade nos grupos com biomaterial e de aumento no grupo
controle.

Foram avaliadas todas as células que proliferaram, ndo sb as inflamatérias. A
proliferacdo celular se mostra mais exacerbada nas éreas proximas ao implante (Figura
6.2), sugerindo células inflamatérias englobando as particulas de HA e em menor
intensidade proximo aos bordos 6sseos (Figura 6.3), sugerindo células de neoformagao
Ossea (osteoblastos) o que corrobora com os resultados de CONZ (2006). No grupo
controle, as células em proliferacdo se apresentaram em menor intensidade do que nos
grupos com biomateriais e estavam presentes de forma dispersa em todo o defeito
sugerindo céulas inflamatérias e fibroblastos. Em todos os grupos foram observadas
tendéncias de diminuicéo ao longo dos periodos experimentais.
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Figura 6.2: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando a segmentacdo da imagem
fotogréfica do corte marcado com anti-PCNA, onde foi feito o célculo da &rea em mm? ocupada

pelas células em proliferagdo. Uma das regides predominantes de marcagdo foi proxima ao
biomaterial.
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Figura 6.3: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando a segmentacdo da imagem
fotogréfica do corte marcado com anti-PCNA, onde foi feito o célculo da &rea em mm?ocupada
pelas células em proliferagdo. Uma das regifes predominantes de marcagdo foi proxima ao 0sso
e esporadicamente, dentro do tecido conjuntivo.

No tecido conjuntivo, com a evolucao dos periodos experimentais foi observada
uma diminuicdo do nimero de células e conseqliente maior presenca de fibras,
indicando o inicio do fibrosamento, em especia ao redor das particulas de biomaterial
(Figura5.12C).

O tecido conjuntivo fibroso € separado do biomaterial por uma camada de
macrofagos e/ou células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho.

Nos grupos com biomaterial houve um aumento significativo com o tempo, da
area de tecido conjuntivo (Figura 5.29), o que pode ser atribuido a equivalente
diminuicdo (provavelmente por remodelamento) da érea de tecido 0sseo (Figura 5.30).
No grupo controle houve uma tendéncia de aumento tanto do tecido conjuntivo como
0Sse0.

Freguentemente foi observada a presenca de osteoblastos de recobrimento em
contato com o tecido 6sseo neoformado (Figura5.9A).
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A andlise dos resultados obtidos para todos 0s grupos mostrou que ndo houve a
completa reparacdo do defeito por tecido 6sseo ao longo dos periodos experimentais. O
fechamento completo do defeito ndo ocorreu, provavelmente, pela proliferacéo
fibroblastica e fibrosamento de parte dal

A formag&o Gssea observada no grupo controle restringiu-se a borda da leséo.
Microscopicamente, a quantidade de tecido dsseo foi pequena, restrita a borda do
defeito, enquanto que o restante do defeito estava ocupado por tecido conjuntivo
fibroso. Estes dados confirmam que o defeito 0sseo criado era efetivamente de tamanho
critico, ideal para se avaliar a eficiéncia pratica de biomateriais (BOSCH et al.,1998).

Nos grupos com biomaterial ocorreu a formagdo de novo 0sso proximo das
bordas dos defeitos, envolvendo as particulas e como pequenas ilhotas no tecido
conjuntivo, estando estas Ultimas presentes a partir do 6° més. Houve osteogénese até o
6° més e depois ocorreu remodelamento 0sseo. A formagdo Ossea a0 redor das
particulas deHA ocorreu apenas nainterface da capsula fibrosa

Ha de se levar em consideracéo que a presenca de tecido 0sseo e fibrosamento
a0 redor dos granulos concorrem para uma maior estabilizacdo do tecido de
cicatrizacéo.

Embora estivessem presentes células capazes de promover absor¢do do material
a0 redor das particulas de HA, ndo foram observados aspectos morfolégicos que
indicassem a diminuicdo dos biomateriais ao longo dos periodos experimentais. Foi
observado aumento da &rea de biomaterial (Tabela 5.17), provavelmente por ter havido
diferenca da quantidade de biomaterial implantado no ato cirdrgico, mesmo com toda
padronizacéo datécnica.

Segundo PROUSSAFS et a. (2002) a HA é um material para implante
biocompativel, porém ele ndo é absorvivel.

6.3 — Reparo tecidual

As metaloproteinases de matriz (MMP9 sdo uma importante familia de
endopeptidases metalo dependentes e representam a maior classe de enzimas
responsaveis pela degradacéo ou absorcdo de todos os componentes da MEC (matriz
extracelular). (MENDONCA et a., 2005, SOUZA e LINE, 2002). A degradacdo da
MEC é essencial para o desenvolvimento embriogénico, morfogénico, reproducéo,
remodelamento e absorcdo tecidual., densidade de microvasos e tumores invasivos
(NAGASE e WOESSNER, 1999). As MMPs também funcionam promovendo a
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angiogénese pela regulacdo da adesdo celular endotelia., proliferagdo, migracéo e
crescimento, tanto diretamente ou por liberagcdo de fatores de crescimento sequiestrados
da matriz extracelular (STETLER-STEVENSON, 1999). As MMPs sd0 expressas por
células inflamatérias como  mondcitos, macréfagos,  linfécitos, céulas
polimorfonucleares e por células locais como fibroblastos, cdlulas epiteliais, endoteliais,
osteoblastos e ostedcitos (MENDONCA et a., 2005, SOUZA e LINE, 2002). Portanto,
se faz necessaria a presenca de infiltrado inflamatério para haver a degradacéo da MEC
e estimulo para o desenvolvimento de microvasos.

As observaces histopatol 6gicas confirmaram a avaliagdo clinica dos animais no
pos-operatorio, ndo sendo observado qualquer sina clinico negativo como supuragéo
(CONZ, 2006). Em conjunto, as observagdes clinicas e microscopicas permitem
concluir que os granulos de hidroxiapatitas utilizados neste estudo sdo biocompativeis,
como esperado para hidroxiapatitas sintéticas (MURUGAN e RAMAKRISHNA, 2005).

Segundo ANDERSON et a. (2007), reacOes do hospedeiro decorrentes da
implantagdo do biomaterial incluem: trauma, interagbes entre o material e 0 sangue,
formagdo da matriz provisoria, inflamacdo aguda, inflamacéo cronica, desenvolvimento
de tecido de granulagdo, reacdo de corpo estranho e desenvolvimento de capsula fibrosa,
portanto as HAs estudadas apresentaram resposta celular esperada e descrita na
literatura.

Os resultados da maioria dos itens analisados tendem a diminuir com o tempo,
indicando que as diferentes propriedades fisico-quimicas das HAs n&o afetaram a reagéo
inflamatéria, densidade de microvasos e proliferacdo celular nos grupos experimentais
em comparagdo a0 grupo controle, sendo o materia enxertado in6cuo ao tecido
hospedeiro, refor¢cando a potencial aplicagdo dos mesmos em terapias de perdas 0sseas

Os biomateriais analisados nesse trabalho mostraram-se biocompativeis por ndo
se mostrarem agressivos ao hospedeiro. A presenca dos granulos de HA no tecido
cicatrizado indica a sua utilizagdo em procedimentos de reparo 0sseo, onde esses
biomateriais remanescentes fazem parte da “massa Ossea’ da regido enxertada
(MEIINDERT et a., 2005), sendo indicados para preenchimento de avéolos dentérios
apos extracdo, permitindo a manutencdo do contorno do tecido mucoso, para posterior
instalacdo de implantes osseointegrados, (MAIORANA et al., 2005, MEIINDERT et
a., 2005; NORTON et a., 2003) ou também aplicados em levantamentos de seio
maxilar associados ou ndo a instalacdo de implantes (ARTZI et al., 2004,
FUGAZZOTTO e VLASSIS, 1998, HANISCH et d., 1999, VALENTINI e
ABENSUR, 2003, WALLACE et a. 2006). Sendo assim, a indicacdo de sua utilizacéo
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esta relacionada a morfologia e extensdo do defdto e o tipo de reparo desgjado, tendo
como principal objetivo o restabelecimento da forma e funcéo, devolvendo ou
possibilitando a melhoria da qualidade de vida e salide dos pacientes.
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7. CONCLUSAO

- As duas hidroxiapatitas utilizadas como implantes 6sseos apresentaram-se
biocompativeis, pois ndo estimularam o recrutamento de céulas inflamatorias, a
densidade de microvasos foi similar em todos os grupos, assim como a proliferacéo
celular.

- N@o houve fechamento completo do defeito 6sseo em qualquer dos grupos
experimentais, pois os granulos de hidroxiapatitas foram envolvidos por tecido
conjuntivo fibroso com algumas éreas de ossificago.

- A utilizagdo da técnica de imunohistoquimica foi de grande importancia na
andlise daresposta tecidual .

- A hipétese inicial do estudo foi contestada posto que a cristalinidade distinta
entre as duas hidroxiapatitas, ndo afetou de forma quantitativa a reagdo inflamatoria,
densidade de microvasos, célul as em proliferacdo ou as areas de tecido conjuntivo, 0Sso
e biomaterial.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
- Aplicar a metodologia de andlise a outros biomateriais de uso em implantes
0Sseos.
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10. APENDICE
10.1 - Producio dos grianulos de HA, procedimento cirirgico e processamento
histoldgico

10.1.1 - Producao dos granulos de hidroxiapatita

Foram utilizados para a producdo dos granulos dois pés de hidroxiapatita (HA-1
e HA-2), preparados pelo método Uumido no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF), com razdo molar Ca/P igua a 1,60 e 1,67 respectivamente e diferentes
cristalinidades diferentes conforme demonstrado nos difratogramas. As diferencas nas
cristalinidades dos materiais de partida foram obtidas por meio de um controle dos
reagentes empregados, da temperatura e do tempo de processamento.

Foram produzidas pastilhas de hidroxiapatita, com massa de 2,0g, com o auxilio
de uma matriz de aco, onde foi depositado o p6 de HA misturado com &cido estearico
(polimero) em uma razéo de 60/40% respectivamente. As pastilhas, com 2 cm de
didmetro (figura 10.1) foram obtidas apds a compactacdo uniaxial dos pos a frio, sob
uma pressdo de 15,5 MPa por 15 minutos. Apds a remocgado das pastilhas da matriz, foi
realizado o tratamento térmico com temperaturas controladas. O inicio do processo
ocorreu com um aguecimento lento (10h) até alcancar a temperatura de 450°C para
retirada do polimero e, apos esse periodo, as pastilhas permaneceram no forno para a
calcinagdo na temperatura de 450°C por mais 6h.

Figura 10.1 — Imagens das padtilhas de HA apbs a prensagem e dos granulos
produzidos (CONZ, 2006).

Apés acalcinacdo, as pastilhas foram moidas em gral e pistilo para obtencdo dos
granulos que foram selecionados, por meio de peneiramento, na faixa granulométrica
entre 250 a 1000um. Os granulos foram lavados sob agitacdo por 10 vezes, durante 2
minutos, utilizando &gua deionizada. Posteriormente foram secos em estufa a uma
temperatura de 500° C por 48 hs, embalados em recipientes contendo 2,4 g e
esterilizados por radiagdo Gama a 25 kGy conforme preconiza a horma SO 11137
(MILLER eHANSEN, 2002).
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10.1.2- Procedimento cirdrgico

O experimento foi realizado no biotério da Faculdade de Odontologia de Bauru
(USP) em conformidade com os principios e aprovado pela comissdo de ética no ensino
e pesguisaem animais (CEEPA-proc. No. 18/2004).

Os animais foram mantidos durante o periodo experimental em boas condic¢des
de alimentacdo, com racdo e agua ad libitum, temperatura, ciclo claro-escuro de 12
horas e higiene.

O procedimento de implantacéo foi realizado nos animais sob anestesia geral
intramuscular, com mistura de Ketamina 5% (Ketalar, fabricado por Aché Laboratorios
Farmacéuticos S.A, Butatd, SP, Brasil), relaxante muscular e Xilazina 2% (Rompun,
Bayer-S.A, S&o Paulo, SP, Brasil), sedativo de uso animal., na proporcéo 1:1. A dose
utilizada foi de 0,2 ml para cada 100g de peso. ApOs a anestesia foi realizada a
tricotomia da regido frontoparietal da cabeca do anima com auxilio de tesoura e lamina
de barbear com poserior anti-sepsia vigorosa utilizando dcool iodado. Foi realizada
uma incisdo na pele e peridsteo., com umalamina de bisturi n°10, em formato de meia-
lua (com vértice voltado para anterior) na calota craniana, com auxilio de um
periéstomo de Molt e cinzel de Oshsenbein n°1 (SSWHITE), os retalhos de espessura
total foram elevados expondo amplamente a cortica Ossea da regido. A seguir, foi
removido um fragmento da porcdo mediana dos 0ssos parietais, com auxilio de um
motor cirlrgico e um contra-dngulo redutor 16:1, por meio de uma broca trefina
cirargica de 8 mm de didmetro interno e 8,5 de didmetro externo (Wellfare S.A) sob
irrigacdo abundante e continua com solugdo fisiologica A duraméter foi mantida
integra. ApOs a remocao das tébuas corticais externa e interna, os defeitos criticos
transfixados com 8,5mm de didmetro foram preenchidos apenas com coagulo no grupo
controle, enquanto nos grupos experimentais os defeitos foram preenchidos com os
biomateriais HA-1 e HA-2 . Os retalhos, a seguir, foram reposicionados e suturados
com linha de seda preta n° 3-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, S&o Paulo, SP, Brasil)
(Figura10.2).
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Figura 10.2 — Seqiiéncia do procedimento cirirgico dos animas experimentais.
Anestesia, tricotomia, incisdo, perfuracdo para remocgéo da cortical., colocagdo do biomaterial e
sutura (CONZ, 2006).
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10.1.3- Obtenciao das bidpsias e processamento histologico

Os animais (n=5/periodo) foram mortos ao término dos periodos de 1, 3, 6 € 9
meses apos as cirurgias por dose excessiva de anestésico hidrato de cloral 10%. Em
seguida foram col etadas as calotas cranianas com a pele sobreposta com auxilio de uma
serra elétrica que posteriormente foram submetidas ao processo de fixagdo em formol
10% tamponado' durante uma semana.

O objetivo dafixacéo €imobilizar, matar e preservar as células. Tornaas células
permedvels aos corantes e produz uma ligacdo cruzada entre suas macromoléculas, de
maneira que sgjam estabilizadas e presas a sua posicéo (ALBERTS et a., 2004). A
desmineralizacdo das pegas procedeurse em solucdo de EDTA pH 7,2 (solugdo
contendo 4,13% de Titriplex Il Merck® e 0,44% de hidroxido de sbdio) a temperatura
ambiente, por um periodo aproximado de cento e vinte dias com trocas semanais da
solucéo desminerdizadora

Em seguida, as pecas foram submetidas ao procedimento histotécnico padréo do
laboratério de Histologia da UFF/RJ, sendo incluidas em blocos de parafina (Figura
10.3). Cortes semi-seriados de 5um de espessura, no sentido latero-lateral (micrétomo
Jung-Leica RM2045) foram obtidos, sendo alguns imunomarcados e outros corados
pela técnica da Hematoxilina-Eosina- H/E , pois a hematoxilina cora em azul ou violeta
0 nucleo das células e outras estruturas acidas (como porgdes do citoplasma ricas em
RNA e a matriz da cartilagem hialina). A eosina, por outro lado, cora o citoplasma e o
colageno em cor-de-rosa (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Figura 10.3: Pecas anatdmicas inseridas nos blocos de parafina

' Formol 10% Tamponado

Formaldeido 40% 10 ml
Tamp&o Fosfato de Sédio", pH 7,0 90 ml

* Tamp3o fosfato de sddio:

Monofosfato de sodio hidratado (NaH,PO4H,0) 4,029
Difosfato de sodio hidratado (NaHPQ,4.12H,0) 16,379
Agua destilada q.s.p. 1000ml
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10.2- Imunohistoquimica - anticorpos

Anticorpos primarios

Anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais sdo produzidos injetando antigenos purificados em
animais (Figura 10.4). Como a purificaco de antigenos sem proteinas contaminadas é
muito dificil, a especificidade do soro sanguineo contendo anticorpos deve ser
cuidadosamente caracterizada por diversos métodos como immunoblots, ELISA
(Enzime Linked Immuno Sorbent Assay), imunoprecipitagdo e imunohistoquimica. O
soro contém diferentes classes e subclasses de imunoglobulinas, com diferentes
afinidades para os antigenos injetados. Além do mais, os animais devem ter anticorpos
naturais para outras proteinas em seu soro, que devem apresentar reac8o cruzada ou
ligaco inespecifica com as proteinas teciduais (YAMASHITA, 2007).
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Figura 10.4: Diagrama esquematico de ligacGes de anticorpos policlonais com varios

epitopos do antigeno. (1) anticorpos; (2) antigeno; (3) epitopos.
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Anticorpos monoclonais

S80 as Unicas moléculas que reconhecem um Unico epitopo (o sitio exato de
ligacdo do anticorpo na molécula do antigeno) de um antigeno (Figura10.5). Mesmo se
0 antigeno ndo for puro, um hibridoma (célula hibrida resultante da fusdo de um
linfocito B com uma célula de mieloma e cada hibridoma tem a capacidade de produzir
um Unico tipo de anticorpo, sendo este um anticorpo monoclonal) secretando um

anticorpo para um determinado antigeno pode ser selecionado e clonado
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Figura 10.5: Um especifico clone de anticorpo monoclonal reage com um especifico
epitopo do antigeno. (1) anticorpos; (2) antigeno; (3) epitopos.

Anticorpos secundarios
Método avidina-biotina
Avidina é uma glicoproteina obtida a partir da clara do ovo. E uma molécula
guadrivalente e cada lado da molécula contém um par de receptores para a biotina
(vitamina H), com uma afinidade muito forte. No método streptavidina-biotina (LSAB-
labelled streptavidin biotin), o anticorpo biotinilado é utilizado como secundério (Figura
10.6) (YAMASHITA, 2007). O uso do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) é o
mais difundido, embora a substituicdo de avidina por estreptoavidina aumente a
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sensibilidade do método e promova um numero menor de ligagdes ndo especificas
(CARTUN e PEDERSEN, 1998).
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Figura 10.6: Utilizacdo do LSAB onde a enzima streptavidina reage com o anticorpo
secundario biotinilado. (1) streptaviding; (2) anticorpo secundario bictinilado; (3) anticorpo
primario; (4) antigenos.
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10.3 - Protocolo utilizado nas reacoes de Imunomarcacoes

Secgdes semi-seriadas de 5um (cortes histolégicos) foram obtidas do material
coletado incluso em blocos de parafina (Figura 10.7). Estas foram colocadas sobre
I&minas silanizadas Dako - cod. S3003 (Figura 10.8) e, em seguida, desparafinizadas em
estufa a 60° C por 30 minutos, sendo os Ultimos 15 minutos mergulhadas no xilol
(Figura10.9).

Figura 10.7 — Materiais coletados (setas) inclusos em blocos de parafina.

Figura 10.8 — Laminas com os cortes histol 6gicos sobrepostos. Ficam armazenadas
em baixa temperatura (freezer).
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Figura 10.9: Estufa utilizada a 60° C, possuindo no seu interior as cubas com xilol.

ApOs sairem da estufa, as laminas foram banhadas em xilol a temperatura
ambiente, por 20 minutos divididos em 4 banhos de 5 minutos (Figura 101.10).

Figura 10.10: Cubas com xilol utilizadas para os banhos.

Os cortes foram hidratados em dcool 99% (2 banhos de 5 minutos cada), élcool
90% (2 banhos de 5 minutos cada) e agua destilada (2 minutos) (Figura 10.11).
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Figura 10.11: Bateria de hidratagdo com as cubas de acool 99% e & cool 90%.

O bloqueio de ions foi redlizado com banho no bérax a 2% em agua destilada
por 15 minutos (Figura 10.12).

BALANGA DIGITAL
max. 300g (0,01g)

Figura 10.12: Balanca digital utilizada para pesar o borax para posterior diluicéo na
agua destilada.

Normalmente ocorre atividade de peroxidase em algumas células (por ex.
hemacias) ou tecidos (sistema nervoso central) do ser que é objeto de estudo, esta € a
peroxidase enddgena. As peroxidases enddgenas produzem produtos de reacdo com o
corante (DAB), por isto 0 seu blogueio deve ser procedimento de rotina. No protocolo
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utilizado, o bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com peréxido de hidrogénio
3% diluido em &gua destilada, por 15 minutos depois as |aminas foram lavadas em &gua
destilada e mergulhadas em solugdo tampéo (Figura 10.13).

Figura 10.13: Frasco com peréxido de hidrogénio diluido para redlizar o bloqueio da
peroxidase enddgena.

Os cortes, com excecao daqueles utilizados para o biomarcador anti-PCNA,
sofreram recuperagdo antigénica, para exposicdo dos epitopos facilitando assim a
capacidade de interagdo antigeno/anticorpo, utilizando tamp&o citrato (pH 6,0) na
panela de pressdo Dako (Figura 10.14). Agua destilada € inserida em seu interior (1/2
litro), a cuba com as |aminas mergul hadas no citrato € colocada dentro da panela e entéo
tampada. Quando ligada, leva em torno de 12 minutos para atingir a temperatura de
125°C e pressdo entre 18 e 24 psi, permanecendo assim por 30 segundos e depois leva
em torno de 17 minutos para abaixar a temperatura e pressao, podendo entéo ser aberta.
Posteriormente, a cuba com citrato € deixada esfriar por 20 minutos em temperatura
ambiente, as laminas sdo lavadas em agua destilada e colocadas em tampéo TBS (Tris-
buffered-saline solution) com pH 7,4-7,6 por 5 minutos.
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Figura 10.14: Panela de pressdo utilizada para fazer arecuperacdo antigénica.

O prétratamento (da ata temperatura e pressdo) quebra pontes quimicas
formadas entre as proteinas durante a fixacdo por formol. Estas pontes mudam a
conformacdo das proteinas, impedindo que os anticorpos reconhecam os antigenos.
Quando quebradas as pontes, as proteinas voltam a sua conformacdo original.,
permitindo assim o reconhecimento de antigenos por anticorpos usados ha
imunohistoquimica. O pré-tratamento também aumenta a permeabilidade das células,
facilitando a passagem de anticorpos e outros reagentes imunohistoquimicos atravées das
membranas celulares. O pH da solucéo de citrato é um fator essencia e insignificantes
degradacOes das pontes quimicas ocorrem em outros valores de pH (YAMASHITA,
2007).

No trabalho realizado houve grande dificuldade com a perda de cortes
histol6gicos, quando o material era levado em altas temperaturas no banho maria
(protocolo da rotina do Laboratério de Imunohistoquimica do Hospital Universitario
Anténio Pedro), pois 0s cortes eram pequenos e compostos por 0sso, com isto soltavam
das laminas mesmo estando silanizadas, o que é descrito na literatura (WILSON et al.,
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2007). Por isto foi feita a opcdo em trabalhar na panela de presséo, pois o tempo que o
material fica submetido ao elevado calor € menor.

Os conjugados de peroxidase sdo proteinas basicas que podem se ligar de modo
inespecifico a sitios anidnicos teciduais, por isto utiliza-se proteinas inertes (como BSA)
para competir com os sitios de ligagdo, reduzindo assim a absorcéo inespecifica. No
protocolo utilizado, a inibicdo de ligacBes inespecificas foi realizada na incubacéo com
BSA (albumina de soro bovino) e leite desnatado por 15 minutos, reduzindo assim a
possibilidade de surgimento de “fundo” (Figural10.15).

O “fundo” é uma coloragdo sem especificidade e indesgéavel em
imunohistoquimica. E resultante da atividade de enzimas enddgenas, da ligacio
inespecifica de anticorpos a componentes teciduais quer por ligacdes hidrofébicas ou
interagdes ionicas.

Os anticorpos primarios sdo armazenados de 4° a 8° C, evitando-se o
congelamento e descongelamento frequentes, pois tem efeito deletério sobre as
proteinas (ALVESet a., 1999).

Os tecidos foram incubados por 30 minutos com o anticorpo primario atraves de
pipetas com concentragdes especificas para cada proteina (Tabela 10.1), lavados em
tampdo TBS (1 banho de 10 minutos) e incubados com o anticorpo secundario
biotinilado, para a imunomarcagdo com anti-PCNA (Figura 10.16). Para tal., foi
utilizado o kit LSAB de rato (cédigo K0609, Dako) com o anticorpo secundario por 30
minutos e 0 conjugado de streptavidina e peroxidase por 30 minutos com uma etapa de
lavagem (1 banhos de 10') em TBS entre essas etapas e uma no final. Para os cortes
imunomarcados com anti-lisozima e anti-fator V111, no lugar do kit LSAB foi utilizado
0 Envision (cédigo K4003, Dako), que é um polimero de peroxidase/dextrano
conjugado com anticorpo secundario, sendo um método mais sensivel, aumentando a
deteccdo da presenca de antigenos em menores concentragdes de anticorpo
(KAMMERER €t d., 2001). Seu tempo de incubagdo também é de 30 minutos.
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Figura 10.15: Incubacdo com BSA e leite desnatado. (a) Laminas mergulhadas no
tampdo TBS; (b) o crondbmetro, fundamental para todas as etapas da técnica de
imunohistoquimica; (c) leite com BSA utilizado para pingar sobre os cortes a fim de inibir
ligagOes inespecificas e (d) caneta (DAKO, cddigo S 2002) utilizada para delimitar os cortes,

impedindo que o leite e posteriormente os anticorpos pingados sobre estes escorram pela
[&mina.

Figura 10.16: Laminas sobre as quais os cortes foram incubados com os anticorpos,
dentro da cBmara Umida.
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Tabela 10.1: Anticorpos primarios utilizados

Anticorpos Diluicdao Codigo Fabricantes  Tipo Localizacdo

primdrios

Lisozima 1:600 EC Dako Policlona  Citoplasma
3.2.1.17 (Dinamarca)

PCNA 1:400 M MBL (EUA) Policlonal Nucleo
3350R-
100

Fator 1:400 A 0082 Dako Policlonal  Citoplasma

VIII (Dinamarca)

O imuno-complexo contendo peroxidase sera detectado, pela coloragdo marrom,
utilizando o cromégeno 3,3- diaminobenzidinaHCI / substrato - DAB (Cédigo K3468,
Dako) seguido pela contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris (Figura 10.17). A
Hematoxilina de Harris € um corante nuclear e sua solucéo deve ser filtrada antes de
cada utilizagao.

Figura 10.17: Bateria de contra-coloracéo de Harris.
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Como o DAB é hidrofdbico, € necess&ria a desidratacdo os cortes antes da
montagem da laminula (Figura10.18). Assim, foram desidratados em banhos de & cool
90% (2x, de 1 minuto cada), acool 99% (2x, 1 minuto cada) e xilol (4x, 1 minuto cada).

Figura 10.18: Bateria de desidratacdo com as cubas de dcool 90% , dcool %99 e
xilol.

Finalmente, foi colocada uma gota de entelan no meio do corte e coberto com
uma laminula com cuidado, para evitar aformac&o de bolhas de ar (Figura10.19).

Figura 10.19: Posicionamento da laminula. Gota de entelan sendo pingada no centro
da lamina e posteriormente a laminula € posicionada sobre aléamina.
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10.4- Protocolos utilizados nas analises histomorfométricas
10.4.1 — Contagem celular

A contagem de todas as células inflamat6rias analisadas foi feita manualmente e
por identificagdo morfol dgica, sendo realizada como descrito a seguir:

a) Abre-se o programalmage-Pro Plus®;
b) Abreaimagem naqual serarealizada a contagem (Figura 10.20);

[ 3] Image-Pro Plus - DSC06047.5pg (1/1)

File Edit Acguire Enhance Process Measure Maoe Window Help
sHEeCESBR 2 R00cey A0 Hue HESREZnal oBAMLE BHH

) 05c06047.5pg (1/1) =1E9

|2548,1100 [220128148 | H;: 2552, um (sscala 100cjena)  |1GE

:4 Iniciar CE WD HEC W {0 5Micosoft Office ...  ~ [ mage-Pro Plus - DSC... PT &) € L1 10:05AM

Figura 10.20: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando a imagem na qual serd
realizada a contagem.
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c) Escolhe a calibragdo de acordo com a objetiva do microscopio que foi obtida

Count/Size...
Sort Objects...
Measurements...
Manual Tag. ..
Caliper...
Co-Localization. ..

Save Active..,
Save Al
Linearize Image
Histogram... Lingarize New
Line Profile... 1
Bitmap Analysis...
Surface Plot...

Report
Data Collector

[CIEE  Select spatial calbrtion. - i um (escala 100cjena)  |1GE

DSC06047.5pg (1/1)

Frocess  Measure Macro (3

EFeCEZBR 28000

[ﬁ@ Select from menu. X : {um (escala 100cjena)  |1GB
14 Iniciar. CEmo HCW ) image-Pro Plus r L 10:11AM

Figura10.21: A) e B) Escolha da calibragéo.
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d) Abre umajanela chamada“Manud Tag’, naqua seréo nomeadas as classes

das células que serdo identificadas (Figura 10.22);

JAcquire  Enhance  Proce:

EwC SR
Count/Size...
Sort Objects. ..
| Measurements...
Caliper...
Co-Localization...

Histogram...

Line Profile...
Bitmap Analysis...
Surface Plot...

Report
Diata Collector

[=fe] Manual Tagging and Counting. | 720, €8 [23p174170 | \um {escalz 100cjena)  [1GB

;2 Inicjar CE N EHCW {3 5Migosoft Office ... = ) tmage-Pro Plus -DSC... PT &) € L1 10:15aM

Pro Plus - DSC06047.3pg (1/1)

e ok Acquire Enhance  Process  Measurs Macro  Window  Help
S sap 2, HEW
csHEeCSZBR 2 W

£ DsC06047.jpe (1/1)
Classes

Aidd Class

Delete Class |

-
Cancel |

Swmbal:
Color: |Red ;I |Slar

1]

[=fe] Select from manu. |2484 1152 [222196200 | |um (escala 100cjena)  [1GE

i« Iniciar cCEm o EHC®W [ 5Migosoft Office ... = JE] mage-Pro Plus : PT & % € L] 10:16 AM

Figura 10.22 A) e B) Escolha dos nomes das classes a serem contadas.
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e) Clica sobre “Tag points’, abrindo assim outra janela e escolhe a classe que
serd contada (Figura 10.23);

ﬂ Image-Pro Plus - DSC06047.jpg (1/1)

File: Edit Acquires Enhance  Process  [Measure
SHEDCLZEBR 2 BO000cHw Q0 |l =01

1 DsCo6047..jpe (1/1)

Fcro Wind Help

DeletePaints
| Celetesl|

Tatal Count
a

Select from manu. |2576,1608 [170108 14 | : 2592, um (escala 100« jena)

Image-Pro Plus - DSC06047.jpg (1/1)

Ephance Process: Measure Hacro (Window  Help

SHERCERR 2 B000caL A0 HHuHSRMETal «EAHLE BE A

) D5C06047.4pg (1/1) [= [=]x]

Edit Acquire

Add New Points

Count: 0 Current Class:
Tatal Count; 0

Press left button to add,

press right button or 0K
button ta end this dialog.

Select from menu. é |)m (escala 100x jena) |TGE

/4 Iniciar,

Figura10.23 A) e B) Escolha da classe a ser contada.
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f) Posiciona o mouse sobre as células que serdo contadas, clicando sobre elas.
Ao final da marcacéo de todas as células desgjadas sobre cada imagem, clica
em OK voltando assim para ajanela anterior (Figura 10.24);

Image-Pro Plus - DSCO6047.jpg (1/1)

File Edit Acquire Enhance Process Measure Macro Window Help

sHECSEBR 2000 Has A ik HHSMEnl LBAMLYE EEH

) DSC06047. jpg (1/1) (= )[@](X) M. Manual Paint Count - DSC06047.jpe (1--- (- [O1][X]
2 E File VBN —
Tag Pains| [[eme_
1 [ielete Pointg ||
)

| Delete Al

{ Classes |

Tatal Count:

[m]j] Select from menu. |2552, 652 127110133 | 2592, |um (escala 100cjena)  [1GE
V% Iniciar cCEm g EHC®E B 5MicosoftOffice ... + [B) tmage-Pro Plus - 10:21aM

Figura 10.24: Contagem da classe concluida.
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g) Clicaem“File” e “DDE to Excel”, paraenviar os dados obtidos na contagem
destaimagem para uma planilha do Excel aberta previamente (Figura 10.25);

ﬂ Image-Pro Plus - DSC06047.jpg (1/1)

File Edit Acquire: Enhasnce Process Measure

SHEvCSER 2 OO0 Q0 [l =M
|T||Ei|§| B Manual Point Count - DSC06047.jpg (1..
= W view Options  Update
Data to File
Append Data to File
Data to Clipboard
Data to Printer

Save Options »

Macro  Window | Help

Towl 2BANLE BEH

[ EIX]

I DSCos047.jpe (1/1)

DDE Options...

Save Points...
Load Points...
Save Settings...
Load Settings...

Close

[ Select from menu 2572, 516 231206193 |

14 Iniciar. EENoHEHCW [ 5 MicosoftOffice ... B image-pro J%e € L1 10:36 AM

Figura 10.25 Exportacdo dos dados para o Excel.
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h) Clicaem “File” e “Save Points’, para salvar quais pontos da imagem foram
contados (Figura 10.26);

foouire Ephance  Process  Measurs Bacro Window  Help

EREwCSER 2 B00cas Q0 e HSMETal

o B AL B EH

Data to File
[, Append Data to File
Data to Clipboard
Data to Printer
Save Options 13

DDE To Excel
DDE Options...

Load Peints. .,
Save Settings. ..
Load Settings...

Close

[ﬁ_‘ ﬁ Select from menu

# Iniciar 2 f ; 10:24 AM

{pm (escala 100cjenz)  [1GB

Process  Feasure Macro Window  Help

cHEeC SRR @/HO00CGHa? A0 e HElRE2Xal oEALREEH

Wi Options  Update

| Delete Points

Delete 4l

Classes

(]

= 6018.t20 e 6049.t2a

Desktor |l 6019.taq i) 6050.m0

:f o » '; . =] 6020.ta0 [E

& £
y Total Count:
3
=
Salvar em lEi Laming 28 mod | ok B~ &
/ - 8012.t30 8037130 oo
. 6013.tag 6040.tag =
. , Documentos 6014.tan 6041.taq E
recentes  lenisteg [ 60%.teg &
i)
[
oA

;—) e 6021, tag |ex] 6055, tag
/ ’ 5027.ta0 605,50
¥ Ay dmh_"":”;nos 6029.tag 6057.tag
/ : 6031].tan 6050.ta0

6032.taq

) Meu computador 6033.taq

6035.ta0

-~ 6036.tag

Meus locais de

e Nome do arquive: I LI Salvar

Salvar como tipo: | Manual Tag("tag)

[ﬁﬁ Select from menu.

+4 Iniciar, T 5 Microsoft Office ..

+ B tmage-Pro Plus - DSC.... > C L 10:97M

Figura 10.26: A) e B) Salvamento dos pontos.
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i) Finamente, fechaaimagem.

10.4.2 — Quantificacdo das areas de tecido conjuntivo, osso e biomaterial

A quantificacdo das areas de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterial analisada foi
feita manuamente e por identificagdo morfoldgica, sendo realizada como descrito a
Seguir:

a) Abre-se o programa lmage-Pro Plus ®;
b) Abreaimagem naqual serarealizada a contagem (Figura 10.27);

[ 3] Image-Pro Plus - DSC07517.jpg (1/1)

File Edit Acguire Enhance Process Measure Macro Window Help

SHETCSRERQ 2 HO00cav A fiwilsRAEZal oFALE BE B

{im (Nikon PPG 20x) |1GB
¢4 Iniciar CEmSGECW % Lamina 1 mod T} Dissertacio 10... C % E g41pm

Figura 10.27: Tela do programa Image-Pro Plus ® mostrando a imagem na qual serd
realizada a contagem.
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¢) Escolhe a calibragéo de acordo com a objetiva do microscopio gque foi obtida a
imagem (Figura 10.28);

-Pro Plus - DSCO7517.jpg (1/1)
edEZzeCESRE

Count/Size...
Sort Objects...
Measurements. ..
Manual Tag...
Caliper...
Co-localization. ..

Save Active..,
Save All..
Linearize Image
Histogram... Linearize New
Line Profile...
Bitmap Analysis...
Surface Plot...

Report
Data Collector

Select spatial calibration. |B3g, 72 |22515317%6 | um {Tec conj osso e bio} | 1GB

nharce Frocess. Measuwre Macro (Window  Help

BCZER 2 B000a8w A0 HHeoHaslE2nl oBAALE BEE
#1psco7517.jpe (1/1)

[ﬂ@ RGE 24(15,116,544 bytes), Zoom:25% |2196,1524 |124 159 181

B Lamina 1 mod

Figura 10.28: A) e B) Escolha da calibracéo.
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d) Abre umajanela chamada “Grid Mask”, na qual sera nomeada a grade que sera

utilizada na contagem (Figura 10.29);

Background Correction...
Restricted Dilation...
Threshold

FFT...
)| Filters...
Large Spectral Filters...
| Operations...
Color Channel...
Segmentation...
Pseudo-Color
Regi 731
Image Overlay...
Color Composite...
Masaic Image...
Trace Objects...
Grid
Filter Plugins. ..
Signature...
Extended Depth of Field...
Sequence Gallery...

[ﬁﬁ Creates and mask | 648, 40 [240152170 | um (Tec conj osso e bio) |1GB

'4 Iniciar CE MmO ECW % Lamina 1mod ) Dissertacio 10... e PT&)% C =% = S48pM

Figura 10.29: Formatacdo da grade a ser utilizada.

e) Clica nas “abas’ das janelas e depois “Save AsS’ nomeando o arquivo criado
(Salvar este arquivo dentro da pasta “ Grid” do programa), voltando assim para a
janela anterior (Figura 10.30);
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HEW
£2 | Aor

) psco7517. jpe (1/1)

™ — ..N - F‘raviewl_
3 = CircOith.grd :
E N CircRand.ard e T T T
CypcdOith.grd B
- | Fator VIII ndo usado.g E‘ i - S
= | |Fator Vill.grd . + + 4+ + + + +
LineConc1.grd
LineConcZ.grd R e R s
alll = =+ o+ o
LineRand.ard : .| L4+ 4+ 4o+ o+ o+
. e Cancel + + 4+ + + + +
Save | SaveAsl leeltahblahunumls. Zoom =100 %
== Calibration urit: pm Summary; rfa
& Foder  CUPWingGRd
Remave | Create maskl arK I

2532, 912 |206 174154 |

Ephance Process Measure Macro SWiAdow  H

Acguire
EwCSBR 2 H00ca A0 e HslED el «HALY BE B
1 psco7517.jpg (1/1) | Grid mask EE®
i —— === Grid files:
: _#_;‘-:\‘,_ CircOrth.rd

g CircRand.ard & Points Display as

CycdOith.ard  Lines I + 'I

Fator VIl ndo usado.g i
Fator ViIl.grd L | Line segments

LineConc1.grd " Circles
LineConc2.ard " Cyeloids I Chackered

o = Spacing
LineRand.ard o Layout )
; T & Orthogonal HDIZISD 53
- dew - Cancel P'.C_Dncantnc -
" Random VEItiTB 3‘
Save | Save.i\sl
™ Calibration unit: pm Summany: hiéa
& Foder  [CUPWIR#GHd

Renitive | Creats maskl Ok I

Apply |

Select from menu. 2532, 312 [206174154 | um (Tec conj osso e bio) [1GB

Figura 10.30: A) e B)Formatag&o da grade a ser utilizada.
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Acguire

HFeC SR 2 H00chy A9 e HSRREXwml

FrE

E DSCO7517.jpg (1/1) |T \ Grid mask
e — e — g Grid files:
e = V' Full size
Fator VIl ndo usado. -‘ . = =
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Sive I B e s | IV Save a gid file without prompt.
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& Folder  CAPWIRAERD
Apply | Hemave | Create maskl ok I

Select from menu. 2532, 312 206 174 184

hance  Process Measure Macro Window  Help

Bonuire
EeC 2B 2 B00ca A0 e =RME2nl oFAdLE BEHE
B psco7517.jpg (1/1) - || Grid mask

Preview | Grid  Setings |
-~ Margin:

Leftlr.l 3‘_ Top|! 31
Rlight |1 5: Eoltom[T —]

PrtsOrth.grd =
FritsRand.ard =
Ti 0e

W Full size

~ Measure uni

3 Cobon. || © ek
= - E. i+ Calibration urits
Hew I Delete I Widh 1 = i

S | savess | W Seve agid e without prompt

-1

[ﬂlﬂ?lﬂ@lzw&i

Salvar como
Salvar ||I_fiGrid ll - = F-

= CircConc = pntshiand
¥ Creorth 2 Tec coni osso e biomaterial
¥ Crerand
. = Cyedorth

iz = Fator vIIT
— “l - ;Famr VIII ndo usada
— 3 %unecma

- LineConc2
il 2 Lineorth
2 LineRand
= Lnsaorth
& LnsqRand

1= neusa
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= EntsOrth

i

Nome do arguivo:

Salvar como |Grid mask files " grd)

14 Iniciar. CTE®mEHCW®H B Lamina 42 mod T Dissertacsio 10-., P mag

Figura 10.30: C) e D) Formatacdo e salvamento da grade a ser utilizada.
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f) Clicaem“Apply” (Figura10.31);

ﬂ Image-Pro Plus - DSCO7517.§pg (1/1)

Fle Edit Acquires EnhsAce Process Measurs: Macro Wiedow  Help

eHE=sCSER 2000 A0 il HFRMETal 2BANLYE BEB

B psco7517.jpe (1/1) [= || Grid mask
el il i s o - . . . Préviewl Grid  Settings I
T = Y LineRand.ard [ ~Marging

LnzgOith.grd m - ) =
LnsgRand ard 0 = i - [

W Full size
| [neusagd — =
| |PritsConc.ard Right|! E Battam | E.
PrtsOrth.ard = D easomori

PritsRand ard
T e con

Color.. I- " Pixels
& ity
New | Dalete | widh [T = Calibration urits

SoE | S v fis | ¥ Save aarid file without prompt

" Calibration unit: pr Summary: Count = 42, Length = 0.000000
& Folder  CAPWIRHERD

Remove | Creats mask QK.

[219179 199

i (Tec conj osso e bio} [1GB

¢ Iniciar

Figura 10.31: Aplicando os pontos sobre aimagem.
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g) Clicaem“Measure’” >“Manua Tag” > criaas 4 classes (Figura 10.32);

-] Image-Pro Plus -

File: EdiE Acquire- Enhsnce Process  [Measurss Macra Window  Help

SHEwCSER 28000y Atz HslEal «BALE BoH

B psco7517.jpe (1/1) [« | Grid mask

Grid files; F’rr_éviewl G Sellings |
LineRand.ard A Margin
LnzgOrth.grd T - = -
LrsgRand ord Letfi = Tesfl = e
neusa.gid = = :
PritsConc. ard Hight ! vi EolleIG
E’ntleth ard | Dram——— | Measure units
Calor. - " Pixels
=] | Calbrationunits
Mew | Delete | widhi |1 = ) i
Save | et | ¥ Save a arid flle without promat
Calibration unil:p.m Summaty: Count = 42, Length = 0.000000
& Foder  [CUPWIRAGI
Apply I Remove | Create mask ak |

Tag Points (|

te Foi

Delsted

Total Count:
i]

1852,1932 [115 97 102

||.m {Tec conj osso e bio} |'|Gﬂ
4 Iniciar

Figura 10.32: Aplicando os pontos sobre aimagem
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h) Clicasobre“Tag points’, abrindo assim outrajanela;

i) Posiciona 0 mouse sobre 0s pontos que serdo contados, clicando sobre eles. Ao
final damarcagéo de todos os pontos desejados sobre cadaimagem, clicaem OK
voltando assim para a janela anterior (Figura 10.33);

¥\ image-Pro Plus - DSC07517.ipg (1/1) BEE

File EdiE Arquire- Ephance Process  Measurs: Macra Window  Help

sEEwCSRER 2000004 A0 il HFRE Al «BALL BEB

[« | Grid mask

Preview| Gid  Sellings |
A - Marging

Lalti 0 5: Top IG

~ ¥ Ful size
Right]1 —] Battom [ =]

~Dra i Measure uni

GA % Calibration urits
Mew | Delete | T )

CaE | et | ¥ Save a arid flle without promat

Summary: Count = 42, Length = 0.000000
& Foder  [CUPWIRAGI

3 Apply I

Remove | Creale maskl oK |

Tag Paints I
Dielete Paints |
Delete Al | :

Classes |

d A 26 i Total Count:
B L — i e R . 4

O Select from menu |25241572 [228210249 |

+4 Iniciar CENCHEGC®S % Lamina 42 mod T Dissertacdio 10-.. ] ro Plus -... 1C "3 ® 10:49PM

Figura 10.33: Quantificacdo das areas de tecido conjuntivo, 0sso e biomaterial.

j) Clicaem “File’ e “DDE to Excd”, para enviar os dados obtidos na contagem
destaimagem para uma planilha do Excel aberta previamente;

k) Clica em “File” e “Save Points’, para salvar quais pontos da imagem foram
contados,

[) Finalmente, fecha aimagem.
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10.4.3 — Contagem de densidade de microvasos

A contagem da densidade de mivrovasos foi feita manualmente com auxilio de

grade, sendo realizada como descrito a seguir:

a) Abre-se o programalmage-Pro Plus ®;

b) Abreaimagem naqual serarealizada a contagem;

c) Escolhe a calibracgo de acordo com a objetiva do microscopio quefoi obtida

aimagem;

d) Abre uma janela chamada “Grid Mask”, na qual serd nomeada a grade que

sera utilizada na contagem (Figura 10.34);

E Image-Pro Plus - IMG_.

File Edit Acquire Enhance

) mG_3053.jpg (171)

[ﬁ @ Creates grid mask

Background Correction. ..
Restricted Dilation. ..

Filters...

Large Spectral Filters. .
Operations...

Color Channel...
Segmentation...

Peet olor..
Registration...

Image Overlay...

Color Composite. ..

Mosaic Image...

Trace Objects...

Grid Mask. ..

Filter Plugins...

Signature. ..

Extended Depth of Field. ..
Sequence Gallery...

24 Iniciar CEmoEGC

G A8 e i SREE Nl ALY BEE

8]

|1180, 40 [1z7177123 | um {Escala 4l Jeneval) [1GB

(@ 5 Microsoft Office ... E] 1mag lus - IMG. .. pT & )0 C | 10:38AM

Figura 10.34: Formatagdo da grade a ser utilizada.
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e) Clicaem “New” >*“Grid” > “Lines’ > “Orthogonal” > Spacing Horizontal”
seleciona 50 > “Spacing Vertical” seleciona 50 > “Save AS’ nomeando o
arquivo criado (salvar este arquivo dentro da pasta “Grid” do programa),

voltando assim para a janela anterior (Figura 10.35);

i Frocess  Measure Macro OWindow  Help
W= B2 2 B00cas a0 i isMEXal aBMLLE BEH

§| Grid mask ‘zl

Girid fles: Preview Giid | Settings |
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CircOrth. gid = - E_D'"‘g

CircFiand. grd Hes

CyedOith.grd " Line segments

Fator ¥llgrd 1 Circles

LineConcT.ard " Cypcloids

LineConc2.ard -
LineQrth.ard |

= r " Orthogonal Horz {50 B
B ANCEl i
Lo | [C ot | s

Calibration unit: prm Surmmary: ni'a

& Fouer  [CAPWngGId
Cipate masi:l Ok

Apply |

Spacing

~ Layout

Save | SaveAsl

Remave |

=] Select from menu. 12216,1476 203213223 | |um (Escala 40« Jeneval) [1GB

‘4 Iniciar CENRGECH [T 5 Micosaft Office ...~  [JE) Image-Pro Plus

Figura 10.35 A) Formatagdo da grade a ser utilizada.
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Acquire: Enhance  Process  [Measure Wacro Window  Help

THEBCSER 2 W00 ey Qo i

Girid files:
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\[:::gﬁ:‘cjdgrd i‘ ~ Layout Spacing
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- " Random VE“!EU T
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zcircRand
& cyedorth
& Fator VI
3 LineConcl
3LinECun(2
3 LineOrth
2 LineRand
L anEOrﬂ’\
= LnsqRand
2 newsa

g PntsConc
2 patsOrth
= pntshand

BB ER %

Nome do arquivo

Salvar como Grid mask files {".grd) _".I Skt

[ﬁ_‘ﬁ Select from menu

(@ 5 Micosoft Office ... 10:47 AM

- E Image-Pro Plus -

Figura 10.35: B) Salvamento da grade criada.

f) Clicaem“Apply” > “Settings” > “Full Size” >*“Apply”;
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g) Clica em “Process’ > “Grid Mask” > seleciona o arquivo novo criado >
“Apply” (Figura 10.36);

H Image-Pro Plus - IMG_3053.jpg (1/1)

File EdiE Acquire- Ephasace Process Measure Macro SWindow  Help

SEHEwCZ2BA2 BO0oecsaz an iR el oBAILYE BEH

Girid files
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Left] 3 Top|!l 3
Right|" 3: Battarm |1 32

~Dra -~ Measure uni

Color. I - " Pixels

e R
1 .ﬂ-

o

¥ Full size

LineQrth.ard ) -
fiew | e I Wldlhfm (v Calibration units
Save | Save A I v Save a gid file without prompt

Calibration unit: pm Summary; Count = 18, Length = 5349136658

g Faolder  |C:MPwWind\Grid

Apply | Remave | Cr'eale'maski Ok I

] Select from menu. 2568, 968 [191203174 | |W.H: 25921844 | |um (Escala 40x Jeneval) |1GE

14 Iniciar CEmDEC® M 5 Micosoft Office ... ) tmage-Fra Pl PT & )0 € 10:54AM

Figura 10.36 Aplicando a grade sobre aimagem
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h) Clicaem “Measure” > “Manua Tag” > cria uma classe, conforme descrito
no item anterior (Figura 10.37);

I image-Pro Plus - IMG_3053.jpg (1/1)

Acguire Enhance  Process Measure Maoro SWiAdow  Hel

FeCHBR 2 00 ad e HsMEBYal RALY BE A

= d
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& Folder  [CAIPWindiGid

Apply I Remave | Create mask ok

File View Options Update

Tag Points | E i i
Delele Pririts | S0
[efebe |

Clazsses

Tatal Count:
0
] ma
@g RGB 24{15,116,544 bytes), Zoom:25% 11120, 20 [225245255 | |W.H: 25921944 | |um (Escala 40« Jeneval) |1GB

+4 Iniciar CEmDEHGCS

pT & )0 O 10:58 AM

Figura 10.37:Aplicando a grade sobre aimagem.
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i) Clicasobre“Tag points”, abrindo assim outra janel

J) Posiciona 0 mouse sobre o0s vasos que serdo contados, clicando sobre eles.
Ser&o selecionados apenas agquel es vasos que apresentarem a luz com menos
de 50 um. Como cada lado do quadrado da grade tem 50 um seréo
computados apenas aqueles cujo menor didmetro couber dentro deste
guadrado. Ao fina da marcagéo de todos os vasos desgjados sobre cada
imagem, clicaem OK, voltando assim para ajanela anterior (Figura 10.38);

Bimage-Pro Plus - IMG_3053.ipg (1/1)

cHdEeCgBa o liioesny a0 ipiHsMEBYal oBEAMLYE BEH

P IMG_3053.jpg (1/1)
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E:;Eg::dg;jm - T e (T o
Eglcodrt\lfrltﬁ r?rﬁdo usado.g — Hightm Bottom ’G
LineComet i i~ Draw -~ Measure units —
Lindperes g g caor. | [ || € Piels .
o l e | W\dth.m &+ Caliwation u
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| Calibration unit: pm Summary: Count = 16, Length = 5343.13¢
& Folder  [CAIPWindiGid
Apply l Remove | Create maski _DK

M Manual Point Count - IMG_3053.j.-. [= (B[]
File View Op

Tag Poirts] ]

Dielete Pain

Dedete Al
Classes

Total Count:

[mf] RGB 24{15,116 544 bytes), Zoom:25% |2516,1408 [184182160 |

T.’ Iniciar CEmEC® (@ 5 Microsoft Office ... ; s - IMG.... pT & C  11:05AM

Figura 10.38; Contagem da densidade de microvasos.

k) Clicaem“File’ e“DDE to Excel”, paraenviar os dados obtidos na contagem
destaimagem para uma planilha do Excel aberta previamente;

[) Clicaem “File” e “Save Points’, para salvar quais pontos da imagem foram
contados,

m) Finalmente, fecha aimagem.
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10.4.3 — Segmentaciao de imagem - PCNA

A contagem da &ea ocupada pelas células em proliferacdo foi feita por
segmentacdo de imagem, sendo realizada como descrito a seguir:

a) Abre-se o programalmage-Pro Plus ®;
b) Abreaimagem paraser feitaa calibragdo do programa;
c) Clica sobre a ferramenta “lupa’ e da o zoom de 400x para facilitar a

demarcagdo da célula que serd marcada (Figura 10.39);

E Image-Pro Plus - untitled003.tif (1/1)
File Edit Acgure Enhance Process Measure Macro Window Help (_\

SHEwCSEBR 2(BOocHafaiinfsBE ol 2EBALE BEH

) untitled003.tif (1/1) E

| 356, 342 |86 59111 | |wH: 1280960 | |um (Nikon PPG 1) |1GB

14 Iriciar 2] O& Segment.., | (@ 2Mico.. - | T contage... P mmagepr... pT & ,C % "a ] 11:13PM

Figura 10.39: Zoom de 400x sobre aimagem sobre a célula que ser4 marcada.
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d) Clica sobre a ferramenta “Irregular AOI” e demarca a célula, selecionando
assim a cor que sera usada para fazer a segmentacdo da imagem (Figura
10.40);

E Image-Pro Plus - untitled003.tif (1/1)
File Edit Acquire Enhance Process Measure Maco  Window Help

SHEvCSER 2 #00cav ad ik iHsRMEZnl «EHALEES A

I untitled003.tif (1/1) E x|

=] RGE 24(3,686, 400 bytes), Zoom:400% | 385, 282 [156 143221 | |w.H: 1280,960 i (Nikon PPG 16 [1GB

-.-‘.-’ Iniciar ZE W :.: . - % Segment... M@ 2 Migo... - gjmntage... ] Ir - 258 PT "('_..( ¥ %a ] 11:19pm

Figura 10.40: Area escolhida para servir de padréo paraa cor da segmentaczo.

e) Clica em “Measure” > “Histogram” > e anota as variacOes das cores
vermelho (R), verde (G) e azul (B) e fecha aimagem; (Figura 10.41)

f) Para padronizar melhor, repetir o procedimento acima para 3 imagens
diferentes e fazer uma média dos val ores obtidos;
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Pro Plus - untitled003.tf (1/1)
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Iniciar

Figura10.41: A) e B) Padronizando os niveis RGB
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g) Apoés a definicdo dos intervalos de cor, abre outra imagem e clica em
“Perform Segmentation” (Figura 10.42);

3] Image-Pro Plus - untitled003.tif (1/1)

File Edit Acquire Enhance Process Measure Macro Window Help
SHEwnCSGER 2 B00ca an HueHslMEYnl cBHAMLEBEHB
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] RGE 24(3,686,400 bytes), Zoom:50% 1278, 734 (255216255 | [wWH: 1280960 | um {Nikon PPG 10x)

+4 Iniciar cCEm T EHC® O Segment.. | (@ 2Mio.. -| B con B mmagepr... rTECKX aE

Figura 10.42 Criac&o de arquivo com os dados obtidos dos niveis de RGB.
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h) Abrird uma janela, nela clicar sobre a aba “Histogram based” > selecionar
“1x1" e colocar os valores obtidos para RGB (Figura 10.43);

ﬂ_ Image-Pro Plus - untitied003.tf (1/1)
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Figura 10.43 Criagdo de arquivo com os dados obtidos dos niveis de RGB.
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i) Clicaem“File” >“Savefile’ > e nomeiao novo arquivo (Figura 10.44);
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A Acguire Enhance Process Measure Maco Window Help

EEEwC B ¥ 00csv o o HoHlEal «cEANLE BOH

Histogram Based | Color Cube Based |

[Cass T =] new | oot [ ﬂﬂ REE ~]

] 255
| | - ¥ Show &l o
AE N S e
| SaveFie... l i~ Previews
P [ All Classes hd Cieate Preview Image
™ L T SR
? ) ¥ :‘I ] :. -,"" Cancel |C\ass Caolor on Transparent d
L 3 :“. ik _,‘ i 4 - =
) RN A ol e \
} New Maskc | Apply Mask |

[OF]  RGB 2403686400 bytes), Zoom:50% [1274, 274 245 220 255 [WH 1280960 | um (Nicon PPG 139 |1GE

) Image-Pro Plus - untitled003.tf {1/1)

rocess  Measure  Macro Help

Acquire

B EaCSBR 2 800cs ad i HME2al «tBALE BEH

Histogram Based | Color Cube Based |

[Cass T =] new | oot [ ﬂﬂ REE ~]

¥ Shaw &l

LT - [T = - EermE-

1 g At . (ChBas
L # | Convok
LA %t (S)Grid
. * S |
% R L} '\ 3 (CHelb
» ’ , @Imyes
() Marphak
. v 4] S5t
\ Ve A\ (DTenplate
2 N\ B seamentscio PCharge
segmemﬁreatmzl.rge

NI RN R MIERE

Nome do arguivo: Irgb24 Salvar I

Salvar como |Color Segment Fies " RGE)

[O5]  RGB24(3.685.400 bytes), Zoom:50%

M@ 2Mico... - | T contage... B mage-r... T &C X 11:39PM

Figura10.44: A) e B) Criag&o de arquivo com os dados obtidos dos niveis de RGB.
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j) Para aplicar a “mascara’ sobre a imagem que sera feita a segmentacéo:
“Perform Segmentation” > “File” > “Load File” > clica sobre o ultimo

arquivo criado > “abrir” >*“sim” (Figura 10.45)

Enhznce Process Measurs Macra ‘Window  Hzlp
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=13
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\ o :"s‘ .- l‘ ¢ ] "
; 3 e Y -al & ¥ Shaw Al s
" [Jrd 2 R ~| [ R Tl
LA 0 \‘ Sy ?5'.'. A » Load Fie., | SaveFie. | G = = @ @
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B AR TR 2D e [t ] =l oosPevmiv |
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Figura 10.45: A) Aplicagdo da méscara para contagem.
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F B cquire= Enhsnce  Process Measurs Macra Window  Help
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Figura 10.45: B) Aplicacdo da méscara para contagem.

k) Clica em “Measure” > “Count Size” > “Count” > “View” > “Statistic”
(Figura10.46);
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Figura10.46. A) e B) Aplicacdo da méascara para contagem.
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Figura 10.46. C) Aplicacdo da méscara para contagem.
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) “File’” > “DDE to Excel” (0 Excel devera ser aberto previamente) (Figura
10.47);
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Figura 10.47: Salvando os dados no Excel.

m) Fechaaimagem;

n) Para continuar 0 processo de segmentacdo em outras imagens, repetir os
passosde“j” a“l”.
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