UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS
CURSO DE MESTRADO

OXIDO DE GRAFENO NO REPARO DE DEFEITO OSSEO
SEGMENTAR EXPERIMENTAL EM RADIO DE COELHOS

PAULO HENRIQUE DE AFFONSECA JARDIM

CAMPO GRANDE, MS
2018






UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS
CURSO DE MESTRADO

OXIDO DE GRAFENO NO REPARO DE DEFEITO OSSEO
SEGMENTAR EXPERIMENTAL EM RADIO DE COELHOS

PAULO HENRIQUE DE AFFONSECA JARDIM

Dissertacao apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em
Ciéncias Veterinarias como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Veterinarias

Orientador: Prof. Dr. Fabricio de
Oliveira Frazilio

CAMPO GRANDE, MS
2018



Ministério da Educagio
Fundagéo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Coordenadoria de Pés-Graduagio (CPG/PROPP)

Ata de Defesa de Dissertacio
Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias Veterindrias
Mestrado

Aos vinte ¢ nove dias do més de junho do ano de dois mil ¢ dezoito, as treze horas e trinta minutos, na sala A da
Pés-Graduagdo da FAMEZ/UFMS, da Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, reuniu-se a Banca
Examinadora composta pelos membros: Fabricio de Oliveira Frazilio (UFMS), Fernando Arevalo Batista(UFMS)
¢ landara Schettert Silva (UFMS), sob a presidéncia do primeiro, para julgar o trabalho do aluno: PAULO
HENRIQUE DE AFFONSECA JARDIM, CPF 02166728138, do Programa de Pos-Graduagdio em Ciéncias
Veterindrias, Curso de Mestrado, da Fundagfio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, apresentado sob o
titulo "OXIDO DE GRAFENO NO REPARO DE DEFEITO OSSEO SEGMENTAR EXPERIMENTAL
EM RADIO DE COELHOS" ¢ orientagio de Fabricio de Oliveira Frazilio. O presidente da Banca Examinadora
declarou abertos os trabalhos e agradeceu a presenga de todos 0s Membros. A seguir, concedeu a palavra ao aluno
que expds sua Dissertagio, Terminada a exposi¢dio, 0s senhores membros da Banca Examinadora iniciaram as
arguigdes. Terminadas as arguigdes, o presidente da Banca Examinadora fez suas consideracdes. A seguir, a
Banca Examinadora reuniu-se para avaliaglio, e apés, emitiu Parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR AVALIACAO

A

Dr. Fabricio de Oliveira Frazilio

]

) ARV T
r’aﬁé

Dr. Fernando Arevalo Batista

Dra. landara Schettert Silva

[ IR 4
Dra. Mariana Isa Poci Palumbo (Supl

RESULTADO FINAL:
Aprovagio D Aprovagiio com revisio D Reprovagio

OBSERVACOES:

Nada mais havendo a ser tratado, o Presidente declarou a sessdo

Assinaturas: /{4«:) o /{q\é

Presidente ds Banca Exsmissdwd Aluse

e agradeceu a todos pela presenga.

Pagina: 111 SIGPOS - AGETIC/UFMS 28/08/2018 14:30:21




Dedico este trabalho a minha mae Maria Inés de Affonseca Jardim,
ao meu pai Vilson Nunes Jardim, ao meu irmao Luiz Renato de
Affonseca Jardim e a minha irma Ana Carolina de Affonseca Jardim

gue me proporcionaram saude e ensino.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me proporcionar o0 ambiente psicoldgico e social para que
os obstaculos da vida fossem vencidos com maior naturalidade e leveza.

A minha mae por ser o minha maior incentivadora e exemplo de dedicacédo ao
ensino e estudo.

Ao meu pai por ter sido um exemplo de humildade, humanizacao e boa indole.
Ao meu orientador Prof. Dr. Fabricio de Oliveira Frazilio por acreditar, ensinar e
fornecer as oportunidades de estudo desde a graduacéao.

Aos Professores, Dr. Além-Mar Bernardes Gongalves e Diego Alves por
fornecer contribuicdo técnica e literal para a producdo das esponjas com o
biomaterial.

Ao Prof. Dr. Eric Schmidt Rondon pela contribui¢éo tedrica e conselhos durante
0 estudo.

Ao Prof. Dr. Danilo Carloto Gomes por doar seu tempo e conhecimento a nivel
histologico

A Prof. Dra. landara Schetterd Silva pela confianca e contribuicdo técnica
autorizando a utilizac&o da estrutura laboratorial.

A FINEP por contribuir com o fornecimento do equipamento de microtomografia
computadorizada de raios-x.

A Profa. Dra. Larissa Correa Hermeto pela ajuda técnica e tedrica.

A Karen Fernanda da Silva por fornecer os cuidados necessarios anestésicos
além de contribuir com ideias e conselhos.

A Maria Clara Echeverria Aragao, Patricia Pizani, Felipe Granado e Igor Ortiz
pela dedicacdo com cuidados diarios com os animais.

A Beatriz Candolo Marques pela contribuicdo técnica e no equilibrio emocional

necessario nos momentos dificeis.



SUMARIO
L INTRODUGAOD ...t 13
2. OBIETIVOS ..ot e e e e e e e e e eaan s 16
2.1 ODJEtIVO Geral......ccc e 16
2.2 ObjetivoS ESPECITICOS. ...uuuuuiiiiii i 16
3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 17
3.1 Tecido € REPAr0 OSSEO0.......cvcueeueeieienieteeieeeeeeeeeeeete ettt ae e ane, 17
I @ (o [ X SN 1 =1 £=1 Yo TR RO 19
3.3 Esponja de Colageno Hidrolisada..............cccceeeiiiiiiiieieciiiiieceeee e 21
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt ettt 23
4.1 Locais de DesenVoIVIMENTO.........uuuuiiiiiiiiiieee e e 23
4.2 Animais € Grupos EXPerimentals ............cceeeeiiieeeeeeeeeeiieeeeeeeesveein e 23
4.3 Sintese do Oxido de Grafeno e Embebicéo da Esponja de Colageno......... 24
o e (= O (U o [ o o TR 25
Y Lo T (=1 - PSSP 25
4.6 Inducéo do Defeito Osseo e Aplicacdo das ESPonjas.........ccceeeeeeeevrevennne. 26
O e oS Tl @ 0 1= T = (o] o TS 29
4.8 Avaliag0es RAIOIOQICAS .......cceeiuriiiiieeiiiiiiiie e eeeeeee e e 30
4.9 Delineamento d0 eXPeriMentO .........ccccuuuuiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e 30
4.10 Protocolo de eutanasia € deSCAre ...........ceeuiviiiiiiiieeeeieiiiieis e 31

............................................................................................................................. 32
4.12 ANAIISE ESIAtiSHICA ..vvvvviiiiiieeieee et 34
S5 RESULTADOS ... e e e e e e et e e e e e e e e e e aa s 35
5.1 PONTE OSSBA ittt e ettt e e e e e e e e e e e e e 35
5.1.1 Estudo comparativo dos defeitos dsseos tratados e ndo tratados em

cada grupo; tratados e tratados de grupos diferentes; ndo tratados e nao

tratados de grupos AIifErENTES .........uuuiiiiiiiiiiiiie s 35

5.2 Preenchimento OSSEO .....cunenie e, 38



Vi

5.2.1 Estudo comparativo dos defeitos dsseos tratados e nao tratados em

cada grupo; tratados e tratados de grupos diferentes; ndo tratados / nao

tratados de grupos AIfErENTES ..........euiiiiiiiiiiiieee e 38
5.3. Energia de raios-X N0 defeitd OSSEO ........ccoiieiiiiiiiiiieeiiiiiieee e e 41
B DISCUSSAD. .....ceiiiiiiiiiiieeeieie ettt es et se ettt ae e es et enese e e e 44
7 CONCLUSAD ...ttt nene s 49

REFERENCIAS ...t et e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e 50



vii

LISTA DE FIGURAS

Figura | - Inducdo do defeito 6sseo. A) Incisdo cranio-medial de pele e
subcutaneo. B) Isolamento da musculatura e exposicdo 6ssea. C) Distancia
de 2 centimetros da articulacdo. D) Marcacao da segunda linha de osteotomia
pela extremidade do oste6tomo de 0,5cm. E) Osteotomia com auxilio da serra
circular. F) Linhas das osteotomias realizadas.............cccccceeeeeeeiiiiiiiiee e,
Figura Il - Ostectomia e implantacdo da esponja. A) Falha 6ssea produzida.
B) Averiguacdo do comprimento de 0,5cm de falha 6ssea. C) Implantacdo da
esponja no local da falha 6ssea. D) Esponja no local da falha éssea. E)
Esponja com éxido de grafeno. F) Esponja esculpida no formato do fragmento
(0 FSTST=To I (=100 V7o [ TSSOSO
Figura Ill - Preparo da peca para analise de densidade 6ssea. A) Membros
toracicos de dois coelhos. B) Desarticulacdo radio-carpica dos membros. C)
Peca acomodada na gaveta do aparelho. D) Local de introducdo da gaveta
para analise. E) Selecdo da opcao de retangulo para andlise. F) Retangulos
realizados no local da falha 0SSea ...........coooiiviiiiiiiiiii s
Figura IV — Representacédo grafica da predominancia de classificagbes “Nao
Observada” em relacao a “Baixa” nas avaliagdes de ponte dssea aos 15 dias
(o LR 0T 1Tt o] o1<T =1 o] £ [ R RRPRPR

Figura V — Aspecto radografico da formacdo de ponte 6ssea aos 30 e 45 dias
de pds-operatério. Obseervar ponte 6ssea classificada como “Intensa” em B
(setas verdes) em defeito 6sseo do grupo GGO aos 30 dias e ponte 6ssea
classifacada como “Baixa” em seu controle GGOC (seta, E) possivel de ser
visualizada apenas em projecao cranio-caudal. Em H observar ponte éssea
classificada como “Morerada” (setas), se tornando mais uniforme e radiopaca
em (I) visualizadas em defeitos 6sseos do grupo GEC. Em (K e L, circulo),

visualizar aumento de radiopacidade uniforme do grupo GECC aos 45

27

28

33

35



viii

Figura VI — Scores e representacdes estatisticas identificados nos defeitos
0sseos relacionadas a ponte 6ssea aos 30 e 45 dias de poés-operatorio. A)
Scores de ponte Ossea encontrados nos defeitos 6sseos aos 30 dias. B)
Medianas e interquartis das andlises de ponte éssea aos 30 dias. C) Scores
de ponte 6ssea encontrados nos defeitos 6sseos aos 45 dias. D) Medianas e
interquartis das analises de ponte 0ssea aos 45 dias .............ccoeevvvvvevvevvinnnnnnns

Figura VII — Scores e representacdes estatisticas identificados nos defeitos
0sseos relacionadas a ponte 0ssea aos 60 dias de pds-operatdrio. A) Scores
de ponte 6ssea encontrados nos defeitos 6sseos. B) Medianas e interquartis
das analises de ponte 6ssea. C) Aspecto radiografico de defeito 6sseo tratado

com o6xido de grafeno classifcada como 3 em projecdo médio-lateral e

projecao cranio-caudal €M (D). .........uuuuuuummmiiiiiiiiiii

Figura VIII — Aspecto radografico pds-cirugico das possiveis cassificacbes de
preenchimento do defeito ésseo encontradas nos grupos. A) “Ausente”. B)
“‘Baixa”. C) “Moderada”. D) “Intensa”. Notar ausencia de reacdo em (A),
aumento de radiopaciadade das extremidades do defeito ésseo em (B),

mineralicdo difusa porem incompleta em (C) e mineralizacdo préxima de

(ofo] 0] o1[=3 7= =T 0 4 1N () TSR

Figura IX — Scores e representacdes estatisticas identificados nos defeitos
0sseos relacionadas ao preenchimento 6sseo aos 15 e 30 dias de pés-
operatério. A) Scores de preenchimento 6sseo avaliados aos 15 dias. B)
Medianas e interquartis das analises de preencimento 6sseo aos 15 dias. C)

Scores de preenchimento 6sseo avaliados aos 30 dias. D) Medianas e

interquartis das analises de preencimento 6sseo aos 30 dias. .......cccccceeeevunnnenee.

Figura X — Scores e representacfes estatisticas identificados nos defeitos
0sseos relacionadas ao preenchimento 6sseo aos 45 e 60 dias de pos-
operatorio. A) Scores de preenchimento 6sseo avaliados aos 45 dias. B)
Medianas e interquartis das analises de preencimento 0sseo aos 45 dias. C)

Scores de preenchimento 0sseo avaliados aos 60 dias. D) Medianas e

interquartis das analises de preencimento 6sseo aos 60 dias. ..............ceceeeeeeens

37

38

39

40

41



Figura Xl — Imagens da andlise de intensidade de raios-x realizadas pelo
aparelho de microtomografia computadorizada. Circulo amarelo - Selecédo da
regido de analise (retdngulos azuis e vermelhos) para obtencdo dos
resultados. A) Imagem de defeito 6sseo com pouca reacgéo local. B) Imagem
de defeito 6sseo com moderada reacdo local. C) Imagem de defeito 60sseo
CONSOLIAAUO. ... 42
Figura Xll — Valores de energia de raios-x (X.D.) obtidos para as analises e
suas representacfes estatisticas. A) 30 dias pds-cirurgico. B) representacao
grafica das analises estatisticas aos 30 dias pos-cirtrgico. C) 60 dias pos-
cirurgico D) representacdo grafica das analises estatisticas aos 60 dias de

QL0 ST o3| (1 o[ o RSP 43



AUTORIZACAO DE COMITE

Servigo Publico Federal Illml
Ministério da Educagio
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Oxido de grafeno no reparo de
defeito 6sseo segmentar experimental em radio de coelhos", registrada com o n°
817/2016, sob a r&epoﬁsabilidade de Fabricio de Oliveira Frazilio - que envolve a
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO

SUL/UFMS, na 112 reunido ordinaria do dia 09/12/2016.

FINALIDADE ( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagéo 15/01/2017 a 01/12/2017

Espécie/Linhagem/Racga Oryctolagos cuniculus | Nova Zelandia Branco

N° de animais 24

Peso/ldade 4 kg/adultos
Sexo Macho e Fémea
Origem Criadouro particular

Moaxwna/ .
Maria Aratjo Teixeira
Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 09 de dezembro de 2016.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua

ceua.2000@gmail.com
fone (67) 3345-7925



Xi

RESUMO

JARDIM, P.H.A. Oxido de grafeno no reparo de defeito 6sseo segmentar
experimental em radio de coelhos.2018. 60p. Dissertacdo de Mestrado —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, 2018.

Estudos recentes com o6xido de grafeno tém demonstrado efeitos promissores
na consolidagdo 6ssea. Objetivou-se com este estudo avaliar a consolidacdo
de defeitos 6sseos segmentares em radios de coelhos tratados com Oxido de
grafeno. Foram utilizados 24 coelhos brancos da raca Nova Zelandia adultos
com um peso de 3 £ 0,5 kg, 12 machos e 12 fémeas, os quais foram
submetidos a inducdo de defeitos 6sseos em ambos os radios. Os animais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos: esponja de colageno + éxido
de grafeno = GGO, n = 12 (6 machos e 6 fémeas) e esponja de colageno =
GEC, n = 12 (6 machos e 6 fémeas). Em ambos os grupos, 0 membro direito
dos animais foi submetido apenas ao defeito 6sseo e nao receberam
tratamento, sendo denominados: Esponja de colageno + Oxido de grafeno
controle = GGOC e Esponja de colageno controle = GECC. O defeito 6sseo no
membro esquerdo foi preenchido com os seguintes biomateriais, conforme
cada grupo: esponja de colageno hidrolisada liofilizada + 6xido de grafeno
(GGO) ou esponja de colageno hidrolisada liofilizada (GEC). Para avaliacao
entre os grupos, foram realizadas analises radiolégicas pré-operatéria, pos-
operatoria e a cada 15 dias apds a inducdo do defeito, obtendo-se a ultima
andlise aos 60 dias. Apos 30 dias, seis animais de cada grupo foram
submetidos a eutandasia para analises de energia de raios-x no defeito ésseo,
fornecidas com auxilio da imagem da microtomografia computadorizada de
raios-x. Apos 60 dias estas analises foram repetidas nos demais. Com auxilio
das andlises estatisticas nao significativas (P>0,05), conclui-se que a utilizacédo
do oxido de grafeno no processo de reparo 6sseo ndo apresentou diferenca
detectavel nas avaliacdes quando comparado com a esponja de colageno ou
com o defeito 6sseo controle.

Palavras-chave: Consolidacdo 6ssea, biomaterial, esponja de colageno, tecido
0sseo, nanomateriais de carbono.



Xii

ABSTRACT

JARDIM, P.H.A. Graphene oxide in healing an experimental segmental bone
defect in rabbit radius. 2018. 60p. Master's Degree Dissertation - Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, 2018.

In recent studies, graphene oxide has shown promising effects on bone healing.
This study aimed to evaluate the healing of segmental bone defects in rabbit
radii treated with graphene oxide. Bone defects were induced on both radio of
twenty-four adult New Zealand White rabbits weighing 3 £ 0.5 kg, 12 males and
12 females. The animals were randomly divided into two groups: collagen
sponge + graphene oxide (GGO), n = 12 (6 males and 6 females) and collagen
sponge (GEC), n = 12 (6 males and 6 females). In both groups, the right limb of
the animals was submitted only to the bone defect and did not receive
treatment, being denominated: collagen sponge + graphene oxide control
(GGOC) and collagen sponge control (GECC). The bone defect induced on the
left limb was filled with the following biomaterials, according to each group:
lyophilized hydrolyzed collagen sponge + graphene oxide (GGO) or lyophilized
hydrolyzed collagen sponge (GEC). For evaluation between groups, radiological
analyzes were performed preoperatively, postoperatively and every 15 days
after the defect induction, the last analysis was made on the 60th day. On the
30th day, six animals from each group were submitted to euthanasia and X-ray
energy analysis, using computerized x-ray microtomography image. On the
60th day, the remaining animals were analyzed. Through non-significant
statistical analyzes (P> 0.05) we concluded that the use of graphene oxide in
the bone repair process showed no detectable difference in evaluations when
compared to the collagen sponge or to the control.

Key words: Bone healing, biomaterial, collagen sponge, bone tissue, carbon
nanomaterials.
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1 INTRODUCAO

A maioria das fraturas em animais de companhia € curada em um
periodo de tempo aceitdvel com a estabilizacdo adequada dos fragmentos
0sseos (EGGER et al., 2014). O Modelamento e remodelamento 6sseo podem
ser estimulados por microlesdes, estimulos mecanicos, estimulos combinados
ou por mecanismos desconhecidos. Entretanto, em alguns casos clinicos, néo
ocorre regeneracao 0ssea ou aumento de massa O0ssea da forma esperada,
tornando necessario a utilizagdo de técnicas coadjuvantes para a obtengdo dos
resultados esperados (CARVALHO et al., 2002).

Apesar dos crescentes avancos em algumas areas, o ortopedista pouco
pode fazer para aumentar a velocidade de consolidacdo O6ssea, melhorar a
cicatrizacéo e o tempo de recuperacao dos animais (DOUAT, 2004). O uso de
células, fatores bioativos, e/ou matrizes de suporte pode melhorar a cura da
fratura fornecendo ou estimulando o fator deficiente. Assim, terapias
alternativas como o0 uso de proteinas reguladoras de formacdo déssea, bem
como biomateriais indutores 0sseos sdo muito importantes, pois podem
minimizar o tempo de tratamento e 0s custos, garantindo o retorno mais rapido
as atividades normais (DOUAT, 2004; EGGER et al. 2014).

Os biomateriais podem ser caracterizados por uma substancia ou uma
combinacdo de substancias, de origem natural ou sintética, que ndo sejam
drogas ou farmacos, que podem ser usadas durante qualquer periodo de
tempo, que tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos, 6rgdos ou
funcdes do corpo (DONARUMA, 1988). Com o propésito de evitar enxertos
0sseos autdgenos, o material deve responder a determinados requisitos, como
possuir estrutura estavel, rapidez na incorporagdo com o tecido 0sseo,
promover osteoconducdo e gerar pouca ou nenhuma complicacdo associada
ao seu uso (MELLONIG 1991).

Os materiais bioativos podem ser agrupados segundo suas
propriedades que intensificam a cicatrizacdo quanto a osteogénese, formacao

de novo o0sso, osteoinducdo, recrutamento e diferenciagdo de células



14

formadoras de 0sso, osteoconducéo, suporte mecanico, ou um arcabouco para
células formadoras de o0sso. Essas opcdes terapéuticas podem ser usadas
isoladamente ou em combinacdes sinérgicas (EGGER et al., 2014).

Entre os novos materiais mais expressivos provenientes da nanociéncia
e nanotecnologia estdo os nanomateriais de carbono, dos quais 0s nanotubos
de carbono, e mais recentemente o grafeno, sdo 0s mais representativos
(ZARBIN, 2013).

O oxido de grafeno (GO) é proveniente da esfoliacdo do grafite oxidado
(DREYER, et al., 2010; PARK & RUOFF, 2009). Ele é constituido por uma
pequena monocamada de atomos de carbono com formato de favo de mel
bidimensional (MEHRALI et al.,, 2014), com aplicacdo em varios campos
biotecnologicos (ZANCANELA et al., 2016), e aplicagcbes biomédicas
(NOVOSELQOV, 2004; YANG, 2013), sendo considerado como um dos
biomateriais mais importantes da dltima década.

Assim, para que se possa compreender e recapitular a cascata de
cicatrizacdo, defeitos 6sseos devem ser realizados in vivo através de modelos
animais apropriados. Esses modelos permitem padronizar ou eliminar variaveis
gue contribuem para o sucesso ou fracasso de materiais de engenharia de
tecidos. Os animais podem ser obtidos de mesma origem ou racga, e mantidos
em condi¢des ambientais idénticas (KHAN & LANE, 2004).

Dentre as espécies, coelhos sao muito usados para modelos de
consolidacdo Ossea, eficacia de agentes osteoindutores e arcaboucos
osteocondutores. A abordagem cirlrgica de o0ssos longos frequentemente
utilizados é simples, e o radio (ou ulna), sendo um osso emparelhado, nao
necessita de osteossintese. Modelos de defeito tanto de radio como de ulna
sdo comumente executados. A decisdo para qualquer modelo é baseada pela
forma preferida de seccao transversal do osso (PEARCE, 2007). O defeito
0sseo experimental deve ter um tamanho determinado para que nao ocorra

reparo espontaneo (HORNER et al., 2010).
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Para que ocorra a manutencdo do volume 0sseo perdido e prevencao da
invaginacdo de massa muscular que circunda o defeito Osseo, torna-se
indispensavel a presenca de um material suporte que forneca estrutura no qual
0 novo tecido possa ser formado (POTIER & PETITE, 2005). Em um estudo
realizado por Oliveira (2010), a esponja de gelatina (EG) comportou-se como
um carreador apropriado para uso em defeitos 0sseos de cdes sendo maleavel,
biocompativel, porosa, radiotransparente e reabsorvivel, além de ter
caracteristica de grande absorcao de fluidos.

Estudos recentes tém demonstrado resultados promissores de
regeneracdo do tecido 0sseo, ensejando a perspectiva de que terapias
celulares associadas a biomateriais em defeitos 6sseos poderdo se beneficiar
com o0 progresso dos ensaios in vivo e in vitro. A literatura tem investigado
inUmeros biomateriais naturais ou sintéticos para tal fim, sendo ainda um
desafio a escolha do melhor biomaterial, pois a biocompatibilidade é essencial,
devendo ser aceito pelo tecido justaposto sem respostas imunolégicas e

inflamatérias danosas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a utilizacdo da esponja de colageno enriquecida com o6xido de
grafeno no reparo de defeito 6sseo em radio de coelhos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a presenca ou ndo de ponte 6ssea no local dos defeitos, com auxilio
de imagem radiografica e compara-las entre 0s grupos.

e Avaliar o preenchimento no local do defeito 6sseo com auxilio de imagem
radiogréafica e comparé-las entre os grupos.

e Avaliar a energia de raios-x no local do defeito 6sseo no membro tratado
com esponja de colageno, tratado com esponja de colageno embebida em
oxido de grafeno e néo tratado com auxilio da imagem de microtomografia
computadorizada de raio-x, fazendo um estudo comparativo entre os

grupos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido e Reparo Osseo

O tecido ésseo € o principal componente do esqueleto, protegendo
orgdos, servindo de suporte para tecidos moles e depdsito de substancias
como célcio, fosfato, e outros ions. E considerado um tipo especializado de
tecido conjuntivo constituido por células e material extracelular calcificado
denominado matriz 0ssea que s&o revestidos por membranas conjuntivas
contendo células osteogénicas, chamadas de peridsteo e enddsteo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Este tecido tem origem embrionéria a
partir de células indiferenciadas do mesénquima, as quais apresentam
capacidade de originar os multiplos tecidos mesenquimais, como o conjuntivo,
cartilaginoso, adiposo, muscular, mucoso e o hematopoiético (INTROINI,
2011).

O osso pode ser oriundo de uma ossificacdo intramembranosa
(internamente no tecido conjuntivo) ou por ossificagdo endocondral (no interior
de um molde cartilaginoso). As duas formas de desenvolvimento dao origem a
um tecido 6sseo, no qual ndo se distingue a maneira como se formou
inicialmente. O osso formado originalmente é chamado de osso primario, que €
substituido gradual e continuamente por osso secundario (SAMUELSON,
2007).

A maior parte do 0sso é de matriz extracelular inorganica, que compde
dois tercos do total da matriz, o restante da matriz (organica) consiste
principalmente de fibras colagenas (tipo 1) e uma quantidade pequena de
substancia fundamental amorfa. Os materiais inorganicos tém como
substancias mais abundantes o calcio e o fésforo, formando principalmente
cristais de hidroxiapatita CalO(PO4)6(OH)2 (SAMUELSON, 2007). A
associacdo de hidroxiapatita e fibras de colageno proporciona a caracteristica
singular de dureza do tecido 6sseo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).
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Macroscopicamente verifica-se que o0 0sso € formado por uma parte
compacta, sem cavidades visiveis, e outra esponjosa, com muitas cavidades
intercomunicantes. As extremidades dos 0ssos longos, também chamadas de
epifises, sdo formadas de esponjoso, e a parte cilindrica (diafise), formada pelo
compacto (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

O osso compacto constitui 80% do esqueleto, e forma a camada externa
dos ossos. Nele as fibras de colageno estéao distribuidas na forma de lamelas
qgue ficam paralelas umas as outras ou se dispbem em camadas concéntricas
em torno de canais com vasos, formando os sistemas de Havers. Cada sistema
€ constituido por um longo cilindro, paralelo ao eixo longitudinal do osso
(diafise). No centro deste cilindro existe o canal de Havers que contém vasos,
nervos e tecido conjuntivo frouxo. Esses canais comunicam-se entre si, com a
cavidade medular e com a superficie externa do osso por meio de canais
transversais denominados de canais de Volkmann (SILVA, 2009).

As células que compde o tecido 0sseo sdo: ostedcitos, osteoblastos e
osteoclastos. Os ostedcitos sdo células que se encontram na matriz ssea e
ocupam lacunas das quais partem canaliculos. Cada lacuna é constituida por
apenas um ostedcito que se comunica com outro através de seus
prolongamentos por meio de juncgdes comunicantes, por onde passam
pequenas moléculas e ions de um para o outro. Outra célula que compde o
tecido 6sseo é o osteoblasto. E encontrado sempre nas superficies 6sseas,
dispostos lado a lado, lembrando um epitélio simples e responsavel por
sintetizar a parte organica (colageno tipo |, proteoglicanos e glicoproteinas) da
matriz 0ssea, concentrar fosfato de célcio, participando da mineralizacdo da
matriz e na sintese de osteonectina e a osteoclacina responsaveis por facilitar
a deposicdo de calcio e estimular a atividade dos osteoblastos. A célula
responsavel pela reabsorcdo e remodelacdo 6ssea é o osteoclasto, células
gigantes multinucleadas e extensamente ramificadas (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013).
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A reparacdo é um processo complexo, porém bem ordenado, iniciado
em resposta a injurias, resultando em reestabelecimento da estrutura e funcao
do esqueleto (DIMITRIOU et al., 2005; AL-AQL et al., 2008).

A forma mais comum da cicatrizacdo das fraturas € a consolidacéo
indireta ou secundaria, caracterizada por uma cicatrizacdo 6ssea endocondral
e intramembranosa (GERSTENFELD et al., 2006). Neste processo, assim
como na regeneracao de outros tecidos, sdo identificadas fases distintas e que
se sobrepdem, sendo estas: fase inflamatoria, fase reparadora e fase
remodeladora (GRIFFON, 2005; CROSS, 2012).

Ocorre inicialmente o recrutamento de células-tronco mesenquimais que
se diferenciardo em condrécitos, produzindo cartilagens e osteoblastos
formando o osso. Em seguida é produzida uma matriz cartilaginosa, que
mineraliza, se transformando em o0sso, com iniciativa da reabsorcdo da
cartilagem mineralizada. Apé6s a formacdo do osso primario ocorre a fase de
remodelacdo, em que o calo 0sseo inicial é modificado por formacdo e
reabsor¢cdo Ossea secundaria para restaurar a estrutura anatdbmica e
suportando as cargas mecanicas (GERSTENFELD et al., 2003). Alguns fatores
como a diminuicdo de suprimento vascular, deficiéncia no vigor da resposta
osteocondral e deficiéncias da estabilidade ou continuidade fisica, podem
contribuir para o atraso ou impedimento da cicatrizagcdo 6ssea. O uso de
fatores bioativos, células e/ou matrizes de suporte pode melhorar o reparo da

fratura fornecendo ou estimulando o fator deficiente (EGGER et al., 2014).

3.2 Oxido de Grafeno

O oOxido de grafeno surgiu had quase 150 anos como um precursor do
grafeno (BRODIE, 1960). Ele é constituido por uma pequena monocamada de
atomos de carbono com formato de favo de mel bidimensional (MEHRALI et al.,
2014), proveniente da esfoliagcdo do grafite oxidado (PARK & RUOFF, 2009;
DREYER et al., 2010).
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Popularmente conhecido como grafite, a grafita € um al6étropo do
carbono. E encontrada naturalmente e em bastante quantidade. Sua estrutura
€ bastante estavel (oxida-se a temperatura superior a 550°C) e tem
condutividade elétrica elevada (104 S/cm em temperatura ambiente), sendo
considerado o mais estavel, em condi¢cdes normais de temperatura e pressao,
dos al6tropos do carbono. A grafita apresenta uma estrutura do tipo lamelar,
formada por planos de atomos de carbono organizados de forma hexagonal
(camadas de grafeno) em hibridizagao do tipo sp2 (MACEDO, 2011).

O grafeno e seus compostos exibem propriedades quimicas e fisicas
anicas (ZANCANELA et al., 2016). Quimicamente séo estruturas baseadas em
carbono com alta area de superficie, leve, elasticidade mecéanica excepcional,
grande mobilidade como transportador, biocompatibilidade, capacidade de
funcionalizacdo e baixa resistividade térmica e elétrica (MISRA et al., 2012).
Devido a essas propriedades, o 6xido de grafeno (GO), os 6xidos de grafeno
reduzidos (RGO) e os nanocompositos GO recentemente atrairam interesse
em uma ampla gama de éreas, incluindo véarios campos biotecnélogicos
(ZANCANELA et al., 2016) e aplicagcbes biomédicas (NOVOSELOV, 2004;
YANG, 2013).

Usualmente o GO ¢é sintetizado pelo método Brodie (BRODIE, 1960),
Staudenmaier (STAUDENMAIER,1898) ou Hummers (HUMMERS, 1958) e
suas modificagdes, podendo ser produzidas grandes quantidades de amostra
(VALLES et al., 2008; SALVATIERRA, 2013). O procedimento mais aceito e
reproduzido atualmente € o método modificado de Hummer’s, como sugerido
por Hirata (2004).

Embora utilizado em diversas areas, Panzarini et al. (2016) relatam que
os resultados sobre a toxicidade ainda sao conflitantes. Algumas literaturas tem
demonstrado toxicidade de diferentes nanoparticulas de carbono em varios
modelos de embrides biolégicos, como frango (KURANTOWICZ et al., 2017) e
peixe-zebra (TSAI et al., 2016). Kurantowicz et al. (2017) obtiveram resultados

satisfatdrios demonstrando que ndo observaram quaisquer impactos negativos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kurantowicz%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28435265
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sobre o peso corporal ou organico, bioquimica no soro sanguineo ou dano
oxidativo ao figado de modelos de embribes de frango, indicando que as
nanoparticulas de carbono poderiam circular no sangue sem causar quaisquer
efeitos colaterais.

Quando estudados em relacdo ao tecido 0sseo a dependéncia entre
citotoxicidade e expressdo de genes relacionados a osteogénese séao
encontradas aplicando altas concentracdes de nanotubos de carbono, oxido de
grafeno ou nanofitas de 6xido de grafeno (O-GNR) (RICCI et al., 2017). Fato
também demonstrado por Constanda et al. (2016), onde foi encontrada
citoxicicidade de nanocompositos em doses elevadas (100 ug mL-1 e 500 ug
mL-1) em osteoblastos.

Com o avanco das pesquisas, alguns estudos mostraram que materiais
a base de grafeno podem promover a adeséo e a proliferacéo de osteoblastos
(AGARWAL et al., 2010; KALBACOVA et al., 2010), estimula-los eletricamente
durante a formacdo do tecido através da sua superior condutividade elétrica
(SUPRONOWICZ et al., 2002), promover a mineralizagcdo de hidroxiapatita,
com qualidade osteocondutora (LIU et al., 2012; LIU et al., 2014), e como
também sugerido por Zancanela et al. (2016), aumentar a formacao de nédulos
mineralizados, estimular a biomineralizacao e acelerar a regeneracéo 0ssea.

Peng et al. (2017), ao estudarem o 6xido de grafeno como ligagdo entre
um biopolimero e uma bioceramica, observaram que 0s materiais que 0
continham promoveram a formacdo de apatita semelhante ao tecido 0sseo,
adesao celular e diferenciacédo osteogénica. Assim como Ren et al. (2017) que
encontraram valores elevados de diferenciacdo celular 6ssea de células tronco

mesenquimais de ratos em materiais contendo 6xido de grafeno.

3.3 Esponja de Colageno Hidrolisada

Os agentes com capacidade hemostatica de aplicacdo tépica fazem
parte de uma grande evolugcdo da ciéncia frente a quadros de hemorragias
difusas de 6rgéaos e tecidos (DO PRADO et al., 2014).
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Esponjas hemostaticas, como as esponjas de gelatina, sdo oferecidas
com finalidade de reducdo da perda de sangue durante o procedimento
cirargico. A esponja de gelatina é altamente absorvivel, expansivel, agindo
como mecanismo hemostatico mecanico (GAZZERI et al., 2014).

Alguns agentes hemostaticos podem contribuir para adesao de células,
promovendo quimiotaxia, citodiferenciacdo, e sintese de matriz celular, sendo
suas propriedades e composicao, fatores influentes no tempo de persisténcia
deste no local implantado e na reacéo tecidual (GABRIELLI et. al., 2009).

Oliveira et al. (2010), ao realizarem estudo com células tronco, utilizaram
a esponja de colageno como “scaffold” de seus tratamentos, tendo resultado
satisfatorios com propriedades proximas a de um “scaffold” ideal em modelos
experimentais caninos.

Em 2017 Dong utilizou a esponja de gelatina associada a prata em
defeitos 0sseos em calvarias infectadas de ratos, obtendo éxito no tratamento,
acelerando o processo de cicatrizacdo 0ssea. Assim como Corsetti (2017) que
utilizou a esponja de gelatina como um de seus carreadores de células-tronco

para o tratamento de defeitos experimentais.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Locais de Desenvolvimento

Os procedimentos cirargicos foram realizados no Laboratorio de Técnica
Cirargica Veterinaria e os exames radiol6gicos no Laboratério de Diagnostico
por Imagem, ambos localizados na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

A sintese do oxido de grafeno e embebicdo das esponjas de colageno
foram realizadas no Laboratorio de Nanomateriais e Nanotecnologia Aplicada
(LNNA), localizado no Instituto de Fisica (INFI) da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul.

A andlise de energia de raios-x do defeito désseo foi realizada no
laboratério de Modelos Experimentais de Doenca, localizado na Faculdade de

Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.2 Animais e Grupos experimentais

O experimento teve inicio apos aprovacido pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da proposta registrada com o numero 817/2016. Foram
utilizados 24 coelhos sadios, adultos, 12 machos e 12 fémeas, da raca nova
Zelandia, do mesmo grupo de contemporaneos, adquiridos comercialmente,
idade média de 8 meses, peso médio de 3 + 0,5 kg. Os animais foram mantidos
em baias individuais e alimentados com racdo comercial para coelhos e agua
ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de 12,
contendo 6 machos e 6 fémeas em cada grupo. O osso radio direito de cada

animal foi utilizado como controle de seu grupo:

a q - GGO - Grupo Esponja/Oxido de grafeno
rupo ’
P GGOC - Grupo Esponja/Oxido de grafeno Controle

GEC - Grupo Esponja de Colageno Hidrolisada

Grupo 2 ) . .
GECC - Grupo Esponja de Colageno Hidrolisada Controle
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4.3 Sintese do Oxido de Grafeno e Embebic&o da Esponja de Colageno

A sintese foi realizada por esfoliacdo quimica do grafite pelo método
modificado de Hummer’s descrito por Hirata et al. (2004), onde o grafite é
misturado ao nitrato de so6dio em um recipiente resfriado a zero grau Celsius.
Na sequéncia, adicionou-se acido sulfarico sob agitacdo homogénea e, em
seguida, adicionou-se gradualmente permanganato de potassio nesta solucéao,
de modo que a temperatura ndo ultrapasse 20 °C. Apos duas horas de reacao,
a solucao foi removida do banho de zero grau Celsius, mas permanecendo sob
agitacdo por 5 dias. Como resultado, uma pasta viscosa de cor marrom
avermelhada foi obtida. Entdo, misturou-se esta pasta a uma solucdo aquosa
com 5% em massa de H2SOs4, deixando-se reagir por duas horas. Na
sequéncia, foram adicionados cerca de 30% em massa de peroxido de
hidrogénio (H202), reagindo por mais duas horas.

A purificacdo ocorreu com a dispersado e precipitacdo de toda a mistura
em solucdo aquosa, com 3 e 0,5% de H2SO4 e H202, respectivamente. Apos
dois dias de precipitacdo, o sobrenadante da solucdo foi removido e
descartado. Este processo foi repetido dez vezes. Para finalizar, um pequeno
volume da pasta precipitada foi disperso em agua deionizada por sonicacao,
obtendo-se assim o Oxido de grafeno. Para garantir a homogeneidade de
solucdo que contém o oxido de grafeno, o material particulado precipitado foi
removido. Assim, restaram na solugdo apenas flocos de monocamadas de
oxido de grafeno, ou até mesmo flocos com poucas camadas (< 5), ficando
estaveis em &gua por longos periodos. Em seguida foi colocado em luz
ultravioleta com finalidade de esterilizacao.

A embebicdo da esponja, adquirida comercialmente como Hemospon®?*,
foi realizada retirando-a de forma estéril de sua embalagem e a colocando em
um frasco estéril onde posteriormente adicionou-se 6xido de grafeno com

auxilio de uma pipeta, fazendo movimentos de apreenséo e soltura da mesma

1 Hemospon®/Technew Comeércio e Industria Ltda - Rio de Janeiro- Brasil
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com uma pin¢a anatbmica de dissecacdo até que esta atingisse 0 seu maior
volume de absorcdo do oOxido de grafeno liquido. Apdés a embebicdo da
esponja, esta foi transportada para uma placa estéril e colocada em uma
camara a vacuo de silica para que o liquido evaporasse durante 24 horas.
Cada esponja foi preparada 24 horas antes do procedimento cirdrgico, onde

logo apds seu preparo, a mesma foi utilizada.

4.4 Pré-Cirdrgico

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo ao ambiente por 7
dias visando o ajuste aos horarios de alimentacéo e limpeza das baias assim

como a manipulacéo e contato do tratador.

4.5 Anestesia

Os animais foram pré-medicados com cloridrato de cetamina? 10%
30mg.kg* e cloridrato de xilazina® 2% 5mg.kg! por via intramuscular. Em
seguida foi realizada tricotomia ampla de ambos os membros toracicos desde
abaixo da articulacdo radio-carpica até a articulacdo escapulo-umeral e
introducdo de um cateter intravenoso na veia auricular para fluidoterapia e
manutencdo da anestesia caso necessaria. Em seguida foi realizado bloqueio
do plexo braquial com lidocaina* 2% 4mg.kg? no membro esquerdo e no
membro direito respectivamente. Caso a anestesia regional ndo atingisse o
efeito esperado era realizado cloridrato de fentanila® 5 mcg.kg?! por via

intravenosa a cada 15 minutos.

2 Ketalex®/ Rhobifarma Industria Farmacéutica LTDA — Hortolandia - SP
3 Xilazin®/ Rhobifarma Industria Farmacéutica LTDA — Hortolandia - SP
4 Cloridrato de lidocaina 2%/ Hipolabor Farmacéutica LTDA — Sabara - MG

5 Fentanest® 0,0785mg/ml/ Cristalia — Itapira - SP
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4.6 Inducédo do Defeito Osseo e Aplicacdo das Esponjas

O animal foi posicionado em decubito dorsal. Em seguida foi realizado a
antissepsia dos membros com iodopolividona® 10% e alcool etilico hidratado’
70%, protecdo das extremidades com bandagem estéril e colocagdo dos panos
de campo. Foi realizado acesso cranio-medial do radio esquerdo por incisao de
pele de aproximadamente 2cm, seguida de divulsdo do tecido subcutaneo e
isolamento da musculatura, permitindo a exposicdo da diafise do radio. Em
seguida foi realizada uma ostectomia de 0,5cm de extensao na diafise do radio,
distando 2 cm da articulacédo radio carpica, com auxilio de um disco serrilhado®
acoplado a uma caneta odontolégica com rotacédo controlada por pedal®, uma
régual® para as mensuracées e um osteétomo de 0,5cm de largurall. Para
evitar a termonecrose 0ssea, foi realizada irrigacdo do local da osteotomia com

solucéo fisiolégica 0,9% durante este procedimento (Figura I).

6 lodopolividona Tépico®/ Vic Pharma Industria e Comércio LTDA- Taquaritinga - SP

7 BM Ciclo 70®/ Ciclo Farma Industria Quimica LTDA — Serrana - SP

8 Disco serrilhado para contra angulo 13mm/ Alpha Instrumentos Cirlrrgicos - Ribeirdo Preto -
SP

9 Motor odontolégico para pequenos animais/ Ortovet — Sao Paulo - SP

10 Régua de aluminio/ Goller — Chapeco - SC

11 Oste6tomo 5mm/ Cdomedica — Campinas - SP
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Figura | - Indugdo do defeito dsseo. A) Incisdo crénio-medial de pele e subcutaneo. B)
Isolamento da musculatura e exposicao 6ssea. C) Distancia de 2 centimetros da articulacéo. D)
Marcacdo da segunda linha de osteotomia pela extremidade do osteétomo de 0,5cm. E)
Osteotomia com auxilio da serra circular. F) Linhas das osteotomias realizadas.

O segmento do radio foi removido, obtendo-se desta forma uma falha
Ossea de 0,5 centimetro de extensdo. Para o preenchimento da falha éssea, as
esponjas foram esculpidas com o uso da lamina de bisturi para adquirirem o
formato do fragmento ésseo retirado do radio dos coelhos. As esponjas, apos
serem esculpidas, adquiriram medidas semelhantes as da falha éssea em
cumprimento largura e altura. Quando alocadas no defeito 6sseo foi aguardada
a absorcdo de sangue do local do defeito 6sseo até que a esponja ficasse
totalmente preenchida com sangue (Figura Il)
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Figura Il - Ostectomia e implantacdo da esponja. A) Falha 6ssea produzida. B) Verificagdo do
comprimento de 0,5cm de falha 6ssea. C) Implantacdo da esponja no local da falha éssea. D)
Esponja no local da falha 6ssea. E) Esponja com 0Oxido de grafeno. F) Esponja esculpida no
formato do fragmento 6sseo removido.

As falhas 6sseas foram preenchidas com a esponja correspondente ao
grupo do animal da seguinte forma:
e Grupo esponja (GEC)

Seis coelhos machos e seis fémeas receberam como tratamento da
falha 6ssea do radio esquerdo, esponja de colageno.
e Grupo esponja com Oxido de grafeno (GGO)

Seis coelhos machos e seis fémeas receberam como tratamento da

falha 6ssea do radio esquerdo, esponja de coladgeno com éxido de grafeno.
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No membro toracico direito (controles GGOC e GECC), foi realizado o
procedimento até a retirada do fragmento 6sseo, contudo as falhas 6sseas nao
foram preenchidas, permanecendo vazias.

Em todos os grupos (GEC, GGO) e nos membros toracicos direito, a
sutura de aproximacdo da musculatura e subcutaneo foi realizada com fio
poliglecaprone 252 nimero 4-0, em padrdo simples continuo. Para a sutura de

pele foi utilizado nailon cirdrgico'®* ndimero 4-0 em padrdo “x” isolado.

4.7 P6s-Operatoério

Durante o periodo de 7 dias os animais foram submetidos a
antibioticoterapia com benzilpenicilina benzatina!* 40.000 Ul.kg! por via
intramuscular profunda a cada 48 horas. Para controle analgésico foi utilizado
sulfato de morfina’® nos dois primeiros dias na dose de 1mg.kg?! por via
subcuténea a cada 8 horas. ApGs os dois primeiros dias foi utilizado cloridrato
de tramadol*® na dose de 4mg.kg? por via subcutanea a cada 12 horas durante
mais trés dias. Foi realizado cetoprofeno!’ na dose de 3mg.kg?! por via
subcutanea a cada 24 horas durante 3 dias. Nao foi necessaria a utilizacéo de

nenhum tipo de bandagem, tampouco colar elizabetano.

4.8 Avaliac6es Radiolbdgicas

Foram realizadas imagens controle no periodo pré-operatorio,

imediatamente apos o procedimento cirlrgico e aos 15, 30, 45, 60 dias apds a

12 Caprofyl®/ Johnson & Johnson do Brasil Industria e comércio de produtos para salide LTDA
— S&o José dos Campos - SP

13 Nylon®/ Shalon — Sao Luis de Montes Belos - GO

14 Bepeben®1.200.000Ul/ Teuto Brasileiro S/A — Anapolis - GO

15 Dimorf®/ Cristalia — Itapira - SP

16 Tramadon®/ Cristélia — Itapira - SP

17 Biofen® 10%/ Biofarm Quimica e Farmacéutica LTDA — Jaboticabal - SP
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intervencao cirargica. As radiografias pré-operatdrias foram realizadas com
objetivo de descartar qualquer animal que apresentasse afeccfes ortopédicas
que pudessem comprometer a pesquisa. No periodo poés-operatério, as
radiografias serviram para acompanhamento da ponte 6ssea e preenchimento
do defeito e como controle para verificar qualquer comprometimento que
fizesse descartar o animal ao longo do estudo.

As avaliacbes da ponte Ossea e preenchimento do defeito foram
realizadas classificando-as e as graduando em: N&o observada (0), Baixa (1),
Moderada (2) e Intensa (3).

As classificacfes de ponte 6ssea foram determinadas pelo niumero de
interfaces com ponte 0ssea, ou seja, 0 numero da pontuacdo acompanhou o
namero de interfaces com pontes, logo o local poderia obter uma pontuacao
maxima (“Intensa”) quando 3 pontes dsseas fossem observadas nos defeitos
0sseos avaliados. Para a classificacdo quanto a ponte 0ssea foram avaliadas
as extremidades que ndo entravam em contato com a ulna, ou seja, regiao
dorsal, cranio-medial e cranio-lateral.

Para a classificagdo de preenchimento foi observado o aumento ou néo

da radiopacidade presente no local do defeito ésseo.

4.9 Delineamento do experimento

Os tempos de avaliagao dos grupos foram:
Tempo 0 (T0):10 minutos apGs a recuperacao do paciente - obtencdo das
imagens radioldgicas (RX) pés-cirdrgicas imediatas.
Tempo 1 (T1): 15 dias apdés TO — Obtencéo das Imagens radiolégicas de 15
dias apds o procedimento cirargico.
Tempo 2 (T2): 30 dias apds TO — Obtencao das Imagens radiol6gicas de 30
dias ap6s o procedimento cirlrgico e eutanasia de metade dos animais para as
imagens de microtomografia (grupo 6 GGO e 6 GECC).
Tempo 3 (T3): 45 dias apds TO - Obtencgdo das Imagens de 45 dias apos o

procedimento cirdrgico dos 12 animais restantes (6 GGO e 6 GECC).
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Tempo 4 (T4): 60 dias apds TO - Obtenc¢do das Imagens radioldgicas de 60

dias ap0s o procedimento cirdrgico e eutanasia dos animais para as imagens
de microtomografia (grupo 6 GGO e 6 GECC).

Esquema do delineamento experimental:

TO T 11'2 T3 Tl4
Tempo Dia 0 Dia 0 15 dias 15 dias 15 dias 15 dias
GGO | Anestesia | Procedimento | Observagédoe | Observagéo, Observagédo, | Observagéao,
e preparo | cirargico cuidados pos- | alimentagdo e | alimentagdo | alimentagdo e
cirurgicos limpeza do | elimpeza do | limpeza do
ambiente ambiente ambiente
GGOC | Anestesia | Procedimento | Observagdo e | Observacao, Observagao, | Observagao,
e preparo | cirurgico cuidados pos- | alimentagdo e | alimentagdo | alimentagao e
cirdrgicos limpeza do | elimpeza do | limpeza do
ambiente ambiente ambiente
GEC Anestesia | Procedimento | Observagaoe | Observagao, Observagao, | Observagao,
e preparo | cirargico cuidados pos- | alimentagdo e | alimentagdo | alimentagdo e
cirdrgicos limpeza do | elimpeza do | limpeza do
ambiente ambiente ambiente
GECC | Anestesia | Procedimento | Observagdo e | Observacéo, Observagédo, | Observagéao,
e preparo | cirdrgico cuidados pés- | alimentagdo e | alimentagdo | alimentagdo e
cirdrgicos limpeza do | elimpeza do | limpeza do
ambiente ambiente ambiente

4.10 Protocolo de eutanasia e descarte

Foram aplicados por via intramuscular cloridrato de cetamina 10% na
dose de 10mg.kg? e cloridrato de xilazina 2% na dose de 5mg.kg?. Ato
continuo, foi induzida a parada cardiorrespiratéria com o uso de propofol*®
dose-efeito. Apdés 20 minutos foi colocado cateter na veia auricular e
administrado 10ml de cloreto de potassio'® 10%.

8 Propovan® / Cristalia-Itapira-SP

19 Cloreto de potéassio 10,0%/ Samtec Biotecnologia LTDA — Ribeirdo Preto - SP
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Apoés a eutanasia foram coletados os membros toracicos para as outras
avaliacdes e realizado o descarte dos animais no setor de coleta de residuos
infectantes da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul.

4.11 Avaliacdo de energia de raios-x por  Microtomografia

Computadorizada

Apos 30 dias do procedimento cirargico, 3 machos e 3 fémeas de cada
grupo foram eutanasiados para avaliacdo de energia de raios-x. Os demais
foram eutanasiados apods 60 dias do procedimento para as mesmas avaliacoes.

ApoOs eutanasia, os membros toracicos foram coletados dos animais
realizando osteotomia distal do imero. Em seguida foi realizada sutura da pele
do membro onde foi realizada a incisdo para osteotomia do Umero, com fio
poliéster/algoddo 3-0 com padrdo de sutura continua simples (Figura Il A),
identificacdo dos membros (Registro do animal e esquerdo/direito),
acomodados em um isopor com gelo e transportados até o laboratério. No
laboratério foi realizada desarticulacdo radio-carpica e sintese da pele com
mesmo fio e padrdo da sutura anterior (Figura Il B).

Concluida esta etapa, a peca foi colocada na gaveta do aparelho de
microtomografia®® para realizar a imagem na posicdo médio-lateral (Figura Il C
e D). A peca foi ajustada de forma que o defeito ficasse no centro da imagem
gerada. Isso foi conseguido fazendo imagens e, conforme o local do defeito na
imagem era realizado o ajuste da peca na gaveta. As imagens foram realizadas
selecionando as opgdes de KVP = 45 e tempo de exposi¢cdo = 1,2 segundos
oferecidas pela maquina. Depois de gerada a imagem, estas foram salvas em
pastas com o registro e lado do membro de cada animal para realizar as

mensuragdes ao final do estudo pelo software (Molecular Imaging Software),

20 Bruker invivo xtreme Imaging System® - Massachusetts - EUA
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com finalidade de diminuir os fatores interferentes como o tamanho e a regiao
dos retangulos oferecidos para analise da imagem pela maquina.

As mensuracdes foram realizadas apdés a selegcdo da opgédo “Use a
Constant Value 0.000000 for all ROI's” da opg¢ao “Set Background” localizada
na barra “Manual ROI's”. Foram realizadas trés mensuracdes em locais
diferentes do mesmo defeito 6sseo, realizando a média dos trés valores de
X.D. O tamanho e os locais das areas selecionadas para analise foram os

mesmos (Figura lll E e F).

Figura Ill - Preparo da peca para andlise de intensidade de raio-x. A) Membros toracicos de
dois coelhos. B) Desarticulagdo radio-carpica dos membros. C) Peca acomodada na gaveta do
aparelho. D) Local de introdugdo da gaveta para andlise. E) Selecdo da opgdo de retangulo
para analise. F) Retangulos realizados no local da falha dssea.
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4.12 Analise Estatistica

Foi realizado o teste de Wilcoxon para analise dos dados radiogréficos.
Os resultados obtidos pela analise de energia de raios-x no local do defeito
0sseo foram confrontados estatisticamente por meio de provas paramétricas
empregando-se o0 meétodo de andlise fatorial para comparacdes multiplas,
seguido do teste de Tukey-Kramer quando houve diferenca para a comparacéo
entre os grupos. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas para p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Ponte 6ssea

5.1.1 Estudo comparativo dos defeitos ésseos tratados e ndo tratados em cada
grupo; tratados e tratados de grupos diferentes; ndo tratados e nao tratados de
grupos diferentes

Os resultados obtidos das avaliacbes realizadas aos 15 dias de pos-
operatorio dentro de cada grupo mostraram que 40 (83,3%) dos defeitos
0sseos avaliados, independente do grupo e do tratamento, ndo apresentavam
ponte Ossea. Tendo em vista a baixa variabilidade das pontuacdes, 0s
resultados ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa ao nivel

de significancia de 5% (Figura 1V).

Ponte dssea 15 dias

@l Né&o Observada
124 B Baixa

Frequencia de classificagoes

000 (PG &0 &

0O

%

Grupos experimentais

Figura IV — Representacdo grafica da predominancia de classificagcbes “N&o observada” em
relacdo a “Baixa” nas avaliagdes de ponte dssea aos 15 dias de pds-operatério.

Quando comparados ap6s 30 dias de pos-operatério 0s grupos
apresentaram classificacdes distribuidas. Foi encontrado um numero maior de
defeitos 0sseos classificados em “Moderada” e “Intensa” nos grupos GGO (5 e
4) e GECC (6 e 2) respectivamente (Figura V). Entretanto, quando comparados

com seus defeitos 6sseos correspondentes, ndo apresentaram estatisticamente
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diferenca ao nivel de significancia 5% (Figura VI).

Aos 45 dias de pos-operatoério as avaliacdes realizadas dentro de cada
grupo mostraram uma evolugcado mais acentuada no grupo GGO comparado a
seu controle e ao GEC. Apesar do nimero maior de classificagdes “Intensa” do
grupo GGO, os resultados, quando comparados com os demais, nao
apresentaram diferenca estatistica ao nivel de significancia 5%. Ao realizar as
avaliacdes do grupo GEC os resultados mostraram uma evolucao contraria ao
que ocorreu no grupo GGO. O membro controle (GECC) demonstrou mais
classificagdes “Intensas” totalizando 66,6%, do que o defeito 6sseo tratado
(GEC) 33,3% e 0 GGOC 33,3%. Entretanto, estatisticamente esses resultados

nao apresentaram diferenca ao nivel de significancia 5% (Figura VI).

P.O. 30d 45d

GGO

GGOC

GECC

Figura V — Aspecto radografico da formacdo de ponte 6ssea aos 30 e 45 dias de pOs-
operatério. Observar ponte 6ssea classificada como “Intensa” em B (setas verdes) em defeito
6sseo do grupo GGO aos 30 dias e ponte dssea classifacada como “Baixa” em seu controle
GGOC (seta, E) possivel de ser visualizada apenas em projecdo cranio-caudal. Em H observar
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ponte 6ssea classificada como “Morerada” (setas), se tornando mais uniforme e radiopaca em
() visualizadas em defeitos dsseos do grupo GEC. Em (K e L, circulo), visualizar aumento de
radiopacidade uniforme do grupo GECC aos 45 dias.
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Figura VI — Scores e representacdes estatisticas identificados nos defeitos dsseos relacionadas
a ponte 6ssea aos 30 e 45 dias de p6s-operatdrio. A) Scores de ponte 6ssea encontrados nos
defeitos 6sseos aos 30 dias. B) Medianas e interquartis das andlises de ponte 6ssea aos 30
dias. C) Scores de ponte éssea encontrados nos defeitos 6sseos aos 45 dias. D) Medianas e
interquartis das analises de ponte 6ssea aos 45 dias.

As avaliacdes realizadas aos 60 dias de pds-operatorio demonstraram
que na maior parte dos defeitos 6sseos tratados e ndo tratados havia ponte
O0ssea. Nao foram observadas grandes progressdes de classificagcbes em
relacdo as avaliacdes realizadas em 45 dias de pdés-operatério. O grupo GGO
apresentou mais classificacdo “Intensa” que os demais grupos, entretanto,
apos as comparacoes realizadas com os demais grupos, nao houve diferenca

estatisticamente significativa ao nivel de significancia de 5% (Figura VII).
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Figura VIl — Scores e representacdes estatisticas identificados nos defeitos 0Osseos
relacionadas a ponte éssea aos 60 dias de poOs operatdrio. A) Scores de ponte éssea
encontrados nos defeitos 6sseos. B) Medianas e interquartis das analises de ponte 6ssea. C)
Aspecto radiografico de defeito 6sseo tratado com 6xido de grafeno classifcada como 3 em
projecdo médio-lateral e projedo cranio-caudal em (D).

5.2 Preenchimento 6sseo

5.2.1 Estudo comparativo dos defeitos 0sseos tratados e ndo tratados em cada
grupo; tratados e tratados de grupos diferentes; ndo tratados e nédo tratados de
grupos diferentes

Os defeitos 6sseos tratados e 0s ndo tratados em cada grupo
apresentaram grande semelhanca quanto a frequéncia de -classificacfes
observadas aos 15 dias de pdés-operatorio. Dos 48 defeitos avaliados nenhum
foi classificado como “Intenso”. Neste momento as pontuacbes se
concentraram em “Nao Observada” e “Baixa” tanto no GGO quanto no GEC e
seus controles. Quando comparados, os defeitos ndo apresentaram diferenca
estatistica ao nivel de significancia 5%.

As avaliacoes realizadas aos 30 dias de pds-operatério mostraram uma
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evolucdo melhor, em pontuacdes, nos defeitos 0sseos do grupo GGO em
relacdo ao seu controle (GGOC) e o tratado com esponja de colageno (GEC).
O inverso aconteceu no estudo realizado com o grupo GEC, GECC e GGOC. O
grupo GECC evoluiu melhor que os defeitos tratados com a esponja de
colageno e o controle do outro grupo (GGOC). Apesar do aumento da
frequéncia nas classificagdes “moderada” nos defeitos tratados do grupo GGO
e nos controles do grupo GEC, ndo houve diferenca estatistica ao nivel de

significancia 5% (Figuras VIl e 1X).

Figura VIII — Aspecto radogréfico pés-cirugico das possiveis cassificacdes de preenchimento
do defeito dsseo encontradas nos grupos. A) “Ausente”’. B) “Baixa”. C) “Moderada”. D)
“Intensa”. Notar ausencia de reagdo em (A), aumento de radiopaciadade das extremidades do
defeito 6sseo em (B), mineralicdo difusa porem incompleta em (C) e mineralizacdo proxima de
completa em (D).
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Figura IX — Scores e representacdes estatisticas identificados nos defeitos ésseos relacionadas
ao preenchimento 6sseo aos 15 e 30 dias de pds operatério. A) Scores de preenchimento
Osseo avaliados aos 15 dias. B) Medianas e interquartis das analises de preencimento 6sseo
aos 15 dias. C) Scores de preenchimento 6sseo avaliados aos 30 dias. D) Medianas e
interquartis das analises de preencimento 6sseo aos 30 dias.

Apbs 45 de pés-operatorio os resultados obtidos mostraram uma boa
evolucdo de preenchimento dos defeitos 6sseos nos dois grupos. Foi
encontrado um numero maior de classificagdes “intenso” nos grupos GGO e
GECC. Um dos defeitos 6sseos do grupo GGO permaneceu sem reacao 0ssea
que indicasse processo de reparo 6sseo. Tanto o grupo GGO quanto 0 grupo
GEC quando confrontados entre eles e com seus controles, ndo foram
estatisticamente diferentes ao nivel de significancia 5% (Figura X).

Aos 60 dias de pos-operatorio o defeito 6sseo do grupo GGO que se
apresentava sem reacdo permaneceu sem evidéncias de algum
preenchimento. Todos o0s outros tratados deste grupo evoluiram para

preenchimento total, ou seja, foram classificados como “Intenso”. No GGOC
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dos 6 defeitos O6sseos 2 permaneceram com classificacdo “Moderado” os
demais estavam totalmente preenchidos. No grupo GEC, tanto os tratados
como os controles ndo apresentaram evolugédo permanecendo com as mesmas
classificagbes de quando avaliados aos 45 dias. Quando todos foram
confrontados estatisticamente, ndo foi observada diferenca ao nivel de

significancia de 5%.
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Figura X — Scores e representacdes estatisticas identificados nos defeitos 0sseos relacionadas
ao preenchimento ésseo aos 45 e 60 dias de pdés-operatério. A) Scores de preenchimento
Osseo avaliados aos 45 dias. B) Medianas e interquartis das andlises de preencimento 6sseo
aos 45 dias. C) Scores de preenchimento 0sseo avaliados aos 60 dias. D) Medianas e
interquartis das analises de preencimento 6sseo aos 60 dias.

5.3. Energia de raios-x no defeito 6sseo

ApoOs as avaliacdes realizadas com auxilio do aparelho (Figura Xl), os

valores médios de energia de raios-x encontrados apos 30 dias se mostraram
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muito semelhantes (Figura Xll). O grupo GGOC obteve valores maiores
seguido pelo grupo GGO, GEC e GECC respectivamente. A pouca
variabilidade nos resultados conferiu estatisticamente diferencas nao
significativas ao nivel de significancia de 5%. Aos 60 dias, o grupo GGO
apresentou o valor menor em relacdo aos outros grupos seguidos do GECC,
GEC e GGOC. Apesar dos diferentes valores de médias encontrados, quando
confrontados ndo apresentaram diferenca estatistica ao nivel de significancia
de 5% (Figura XII).
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Figura XI — Imagens da andlise de intensidade de raios-x realizadas pelo aparelho de
microtomografia computadorizada. Circulo amarelo - Selecdo da regido de andlise (retdngulos
azuis e vermelhos) para obtencdo dos resultados. A) Imagem de defeito ésseo com pouca
reacdo local. B) Imagem de defeito 6sseo com moderada reacao local. C) Imagem de defeito
0sseo consolidado.




43

30 dias
30 Dias  Grupos n Média  Min.-Max. DP cv 20
a a a
1.5
GGo 6 1,33 084-161 0.28 21,10% | L T T
51.0
GGOC B 1,35 1,00-1,60 0,20 (ENZEY
GEC 6 1,28 1,02-143 0,15 11,84% 0.0 . r r
o O C
A & & & &
GECC 6 1,21 0,64-1,50 0,30 2491% | B Grupos Experimentais
——
B0 dias
60 Dias Grupos n Média Min.-Max. DP cv 20
a a
1.5 - a
GGO 8 1,27 0,92-1,53 0,22 17,33% | T ==
21.0
GGoc 6 1,36 1,19-151 0,13 882% | o5
GEC 8 1,34 1,19-1,55 0,15 1091% | o0— T T
& (pd" & &‘-’0
C GECC 6 1,31 1,21-1,42 0,08 6,26% D Grupos Experimentais
Figura Xl — Valores de energia de raios-x (X.D.) obtidos para as analises e suas

representacdes estatisticas. A) 30 dias poés-cirurgico. B) representacdo grafica das anélises
estatisticas aos 30 dias pos-cirargico. C) 60 dias pés-cirurgico D) representagéo gréfica das

andlises estatisticas aos 60 dias de pds-cirurgico.
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6 DISCUSSAO

A escolha do modelo experimental de defeito 6sseo segmentar em radio
de coelhos se mostrou adequada, pois as dificuldades encontradas
apresentavam solucdes executaveis. Os animais foram faceis de obter,
manipular e alojar. O acesso facil ao radio para a realizacdo do defeito 6sseo
assim como a dispensabilidade de estabilizacdo do osso por implantes como
sugerido por Pearce (2007), proporcionou agilidade no procedimento cirargico
e obtencdo dos dados para possivel andlise. Os modelos de defeito tanto de
radio como de ulna sdo comumente utilizados. A deciséo para qualquer modelo
€ baseada pela forma preferida de seccdo transversal do osso. Uma das
justificativas para a nao estabilizacdo dos fragmentos 6sseos € forte ligacdo do
radio e da ulna (PEARCE, 2007), caracteristica essa de suma importancia para
o tipo de estudo, visto que o material em questdo ndo oferece resisténcia
mecanica, promove apenas suporte estrutural para o intracrescimento 6sseo,
vascular e possivel inducéo de formacao 6ssea (FINKEMEIER, 2002).

Outro fator de notavel relevancia para a escolha deste modelo foi o
tamanho. Alguns autores relataram beneficios como o de ser pequeno o
bastante para utilizar grupos moderadamente numerosos, porem grande o
suficiente para possibilitar a osteotomia e a facilidade de administracdo de
drogas por via parenteral. Ademais esta espécie tem grande semelhanca do
sistema harvesiano 6sseo e do tipo de reparacdo éssea pOs-fratura ao dos
seres humanos. (HARKNESS & WAGNER, 1993; NUNAMAKER, 1998;
GUARNIERO, 2007; YAMAMOTO, 2012).

A manutencdo do volume ésseo perdido, prevencdo da invaginacdo de
massa muscular que circunda o defeito 6sseo e suporte para que o tecido
0sseo possa ser formado citada por Potier & Petite (2005), foi obtida com a
esponja de colageno hidrolisado (gelatina) Hemospon®. Oliveira (2010), relatou
caracteristicas benéficas da esponja de gelatina utilizando-a como um
carreador apropriado para uso em defeitos 6sseos de cédes. Por esta ser

maleavel, biocompativel, porosa, radiotransparente e reabsorvivel, com
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caracteristica de grande absorcdo de fluidos, foi utilizada também como
carreador do GO.

Diversas sao as fontes para obtencdo de colageno sendo mais
tipicamente utilizadas as de tendao de bovino, derme bovina, pele de bezerro
ou derme porcina. (BUNYARATAVEJ & WANG, 2001). O Hemospon® € uma
esponja de gelatina liofilizada de origem porcina que demonstrou, em um
estudo realizado por Gabrielli et al. (2009), ter resposta inflamatéria mais
intensa e permanente do que as outras estruturas avaliadas no estudo, dentre
elas o Avitene®, fabricado com colageno de origem bovina. Durante o
tratamento da ferida cirdrgica nos pdés-operatorio ndo foi observada reacéo
inflamatoria exacerbada nos defeitos dsseos tratados que pudesse caracterizar
rejeicdo ao material utilizado em nosso estudo.

Radiograficamente houve um indice alto de defeitos 0sseos que
apresentaram escores baixos de ponte Ossea (48/48) e preenchimento 6sseo
(40/48) aos 15 dias de avaliacdo pés-operatoria. Esses indices melhoraram aos
30 dias. Alguns estudos trazem o inicio das avalia¢des radiolégicas a partir dos
30 dias como o de Freitas et al. (2012); Mohan et al. (2013), porém a escassez
de bibliografias consultada com o 6xido de grafeno in vivo trousse a
necessidade da utilizacdo de uma avaliacao aos 15 dias de pds-cirargico.

Os resultados obtidos nas avaliagGes radiolégicas dos defeitos 0sseos
nado tratados (GGOC e GECC), independente do grupo, mostraram inicio de
consolidacdo 6ssea semelhante aos encontrados nos estudos realizados por
Cianini et al. (2006); Freitas et al. (2012); Mohan et al. (2013) e Morato et al.
(2013) em defeitos 6sseos segmentares de coelhos, iniciando a partir dos 30
dias de pés-operatério, estando reparada por volta dos 120 dias. Em nosso
estudo as formacbes de ponte 6ssea e preenchimento 6sseo nos grupos
GGOC e GECC ficaram evidentes em grande parte aos 30 dias de pos-
operatorio evoluindo para a maior classificacdo aos 60 dias. Vale lembrar que
este estudo se concentrou em verificar o0 comportamento do biomaterial nas

primeiras etapas da consolidacdo 6ssea, excluindo assim a fase remodeladora,
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pois se entendeu que ndo haveria importancia nas conclusdes inferidas sobre o
objetivo do estudo.

Apesar de classificacdes melhores do grupo GECC quando comparado
entre os defeitos désseos controle de cada grupo, ndo ficou evidenciada
diferenca que sugerisse efeito sistémico benéfico, Tavares et al. (1994) ou
influéncia desfavoravel como encontrado por Ribeiro et al. (2008). Estes
autores realizaram estudos de ostectomia e estimulacdo do reparo 0sseo a
distancia, ou seja, realizaram o defeito 6sseo em um 0sso e introduziram um
implante em outro osso do mesmo animal com a finalidade de descobrir se
ocorreria  melhora no reparo 0sseo caracterizando estimulacdo por via
sistémica.

Com os resultados confrontados estatisticamente, o tratamento GGO e
GEC nao obtiveram diferenca com seus respectivos controles (GGOC e GECC)
tampouco entre eles, porém nota-se que quando foi utilizada a esponja com
GO, as pontuacles obtidas, tanto de ponte quanto de preenchimento 0sseo,
foram maiores do que a dos outros grupos. Vale ressaltar que ao realizar
imagens radioldgicas, torna-se dificil ou mesmo impossivel, diferenciar finas
juncdes fibrosas ou cartilaginosas em inicio de mineralizacdo (CROSS, 2012).

Na tentativa de buscar métodos nao invasivos e que fornecam
informacdes mais consistentes, nés utilizamos em nosso estudo outra técnica
para a avaliacdo das alteracbes da qualidade d&ssea. A tomografia
computadorizada micro ou "micro-CT" € uma imagem de raio-x em 3D, obtida
pelo mesmo método usado na tomografia computadorizada, mas em pequena
escala com resolugdo macigcamente aumentada (BRUKER, 2018).

Segundo Rocha (2015), a tomografia computadorizada possui processo
de aquisicdo de imagem semelhante ao de raio-x convencional, baseando-se
também na absorgéo diferenciada do feixe de raio-x pelos tecidos. A imagem
radioloégica é gerada pela desigualdade de absorcdo de raios-x de cada
estrutura que compde o corpo do animal, sendo possivel identificar diferentes

nuances de cinza. Com isso o0 contraste € mostrado na imagem por meio desta
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diferenca de absorcdo de raios-x. Isso ocorre em razdo de diferentes
espessuras, densidade fisica, numero atdbmico e pico de quilovoltagem
(AVANTE et al., 2015). A imagem da tomografia tem qualidade superior a da
radiografia convencional. O aparelho contem detectores que convertem 0s
fétons de raio-x transmitidos em corrente elétrica, que € amplificada e
convertida em numeros por meio digital. Em seguida estes dados sao
processados pelo computador e a imagem é formada por uma matriz de pixels
(ROCHA, 2015).

As andlises de energia de raios-x foram realizadas no equipamento
Bruker in vivo xtreme Imaging System®, utilizando o programa Molecular
Imaging Software. O sistema € calibrado por energia e a unidade X.D., utilizada
neste estudo, é o valor calibrado de energia de raios-x. Vizard et al. (2010)
utilizaram a energia de raios-x para propor uma possivel metodologia de
analises de tecido 6sseo em ratos obtendo éxito em seus objetivos. Em nosso
estudo foi retirado um segmento 6sseo do local a ser avaliado. Como a
consolidacédo 6ssea esta diretamente relacionada com neoformacéo tecidual no
local e deposi¢cédo mineral, a consolidagéo do defeito levaria a um aumento da
densidade local e como consequéncia um aumento de energia de raios-x
verificadas com o auxilio do software. Segundo Avante (2015), o ar € menos
denso seguido por gordura, agua/musculo e tecido ésseo que apresenta a
densidade relativa mais elevada do corpo do animal.

Os valores encontrados mostraram uma média de energia de raios-Xx
sem diferenca estatistica entre os grupos aos 30 e 60 dias de pds-cirlrgico.
Esperava-se que com os resultados obtidos até entdo em laboratério, como o
favorecimento a adesao e a proliferacdo de osteoblastos (AGARWAL, et al.
2010; KALBACOVA, et al. 2010), a caracteristica de promover a mineralizacéo
de hidroxiapatita com qualidade Osteocondutora (LIU et al. 2012; LIU et al.
2014),0 aumento da formacao de nodulos mineralizados (ZANCANELA, et al.
2016), favorecimento da formacdo de apatita semelhante ao tecido 0sseo,

adesdo celular e diferenciacdo osteogénica (PENG, et. al. 2017), obtencgéo de
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valores elevados de diferenciacdo celular 6ssea de células tronco
mesenquimais de ratos (REN, 2017), como até mesmo a melhora da
biocompatibilidade do colageno (De MARCO, 2017) pelo 6xido de grafeno,
obtivéssemos neste estudo uma melhora significativa utilizando os métodos de
avaliacao de imagem selecionados.

Salientamos que embora o processo de reparo 0sSseo possa ser
analisado por meio de diferentes métodos, acredita-se que a avaliacdo
histologica permite seu conhecimento morfolégico em nivel de microscopia
Optica e avaliacao de seus aspectos mais significativos, sendo possivel mostrar
a verdadeira composicao tecidual prevalente (GARBIN, 2001; CROSS, 2012).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a utilizacdo da esponja
de colageno enriquecida com 6xido de grafeno pode ser considerada como um
possivel método de preenchimento de falhas Osseas, apresentando evolugdo
mais avancada porém sem diferenca estatistica relacionadas a utilizacdo da
esponja de colageno sozinha e a nao utilizacdo de um método de tratamento
no defeito 6sseo segmentar experimental em radio de coelhos, avaliadas pelos
métodos de imagem radioldgica tradicional e por afericdo de energia de raios-x
fornecidas pelo equipamento de microtomografia computadorizada de raios-x.
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