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RESUMO

Defeitos criticos sdo aqueles que ndo apresentam cura espontanea durante a vida do animal, e
sdo utilizados como prototipos da perda éssea, e para avaliacdo de biomateriais e reparagédo
Ossea. Ndo ha na literatura padronizacdo quanto ao tamanho ideal desses defeitos em calotas
cranianas de ratos. O presente trabalho teve como objetivo comparar diferentes tamanhos de
defeitos 6sseos em calvaria de ratos da espécie Wistar, a fim de identificar e padronizar qual o
menor tamanho dos defeitos criticos, relacionados com o sitio anatdbmico, que devera ser
utilizado em futuros estudos para avaliacdo da reparacdo éssea. Cento e quatro ratos machos,
adultos (3-4 meses) foram distribuidos em 5 grupos experimentais para realizacao de defeitos
em calota craniana (defeitos de tamanhos 4mm e 5mm — localizados lateralmente a sutura
sagital; de tamanho 6mm — localizados lateralmente ou centralmente a sutura sagital; de 9mm
— apenas central). Apds periodos de observacdo de 30 ou 120 dias, os animais foram
sacrificados. A neoformacdo dssea espontanea dos defeitos foi entdo avaliada através das
técnicas de maceracdo e histoldgica/histomorfométrica. A analise histologica revelou auséncia
de infiltrado inflamat6rio na maioria das amostras analisadas, tanto no periodo de 120 dias
(65,63%), como no periodo de observacao de 30 dias (88,57%). Nas amostras que apresentaram
infiltrado inflamatério todos eram de intensidade discreta e tipo crénico. Quanto ao tipo de
neoformacédo dssea evidenciou-se formagdo em ilhas e em trabéculas. Quanto a densidade de
tecido conjuntivo encontrou-se amostras tanto de tecido conjuntivo fibroso denso, quanto tecido
conjuntivo fibroso frouxo. As médias de porcentagem de fechamento dos defeitos variaram
muito entre os grupos e até mesmo dentro do mesmo grupo (10,60% a 43,96%), entretanto
nenhum defeito apresentou fechamento completo. Os diferentes tamanhos de defeito,
localizacdo anatémica central ou lateral a sutura sagital, periodos de avaliagdo de 30 ou 120
dias e métodos de avaliagdo por maceragdo ou histomorfométrico (no periodo de 120 dias) ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si. Os achados do presente estudo
permitem concluir que defeitos de 4mm, 5mm, 6mm e 9mm em calvaria de ratos podem ser
considerados criticos. A localizagdo do defeito, se lateral ou central, ndo influenciou no reparo
0sseo. Periodos de avaliacdo de 1 més sdo suficientes para avaliar o fechamento do defeito. Os
métodos da maceracdo e histomorfométrico ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, no

periodo de observacédo de 120 dias.

Palavras-chave: Ratos. Modelos Animais. Regeneracéo Ossea.



ABSTRACT

Critical Size Defects (CSD) are the defects that will not heal spontaneously during the lifetime
of the animal, they are used as prototypes of bone loss and to evaluate biomaterials and bone
regeneration. There is no standardization in the literature regarding what is the most appropriate
dimension of a calvaria defect to be considered as critical. The aim of the present study was to
compare differents sizes of bone defects in calvaria of Wistar rats, in order to identify and
standardize the smallest size of the critical defects related to anatomical site, that could be used
in future studies to evaluate the bone repair. One hundred and four male adult rats (3-4 months)
were allocated to 5 experimental groups to create defects of differents sizes in calvaria
(diameters of 4mm and 5mm — located laterally to the sagittal suture; 6mm — located laterally
or centrally to the sagittal suture; 9mm — only a central defect). After periods of observation of
30 days or 120 days the animals were sacrificed. The spontaneous bone neoformation of the
defects was then evaluated, throughout maceration and histological/histomorphometric
techniques. The histological analysis revealed absence of inflammatory infiltrate in most
samples analyzed, both within 120 days (65,63%) and 30 days (88,57%) of observation. The
samples that presented inflammatory infiltrate, all were of slight intensity and chronic type.
Regarding the type of bone neoformation, formation in islands and trabeculae was evidenced.
As for connective tissue density, samples of both dense fibrous connective tissue and loose
fibrous connective tissue were found. The mean percentage of defect closure had a huge
variation between groups and even within the same group (10,60% a 43,96%), although no
defects showed complete closure. The differents sizes of defect, central or lateral anatomical
location to sagittal suture, evaluation periods of 30 or 120 days and method of maceration or
histomorphometric evaluation (in 120 days period) did not present statistically significant
differences between them. Our findings suggest that defects of 4mm, 5mm, 6mm and 9mm in
calvaria of rats may be considered as critical. The location of the defect, whether lateral or
central, did not influence the bone repair. Evaluation periods of 30 days are sufficient to
evaluate the defect closure. The maceration and histomorphometric methods did not present

statistical difference between them, in 120 days of observation.

Key-words: Rats. Models, Animal. Bone Regeneration.
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1 INTRODUCAO

O reparo de defeitos 0sseos, resultantes de envelhecimento, trauma, cirurgias ablativas,
malformacdes congénitas ou patologias se apresenta como um grande desafio clinico (1,2). O
0sso autégeno ¢ considerado “padrdo ouro” devido a sua capacidade osteogénica,
osteocondutiva, osteoindutiva e de remodelacéo (3). Porém, apenas quantidades limitadas de
0ss0 podem ser obtidas do local da cirurgia, e em consequéncia, frequentemente ha necessidade
de uma segunda cirurgia intraoral, ou até mesmo extraoral (por exemplo, crista iliaca). A
inclusdo de um segundo sitio cirdrgico requer tempo e custo extras, e estd associada a
morbidade e resisténcia a aceitacdo por parte dos pacientes, requerendo também habilidades

extras do operador (4).

Com o objetivo de evitar o uso de 0sso autdgeno ou reduzir as quantidades necessarias,
varios materiais substitutos dsseos, isolados ou em combinacdo com substancias bioativas, sdo
cada vez mais considerados como alternativas, sejam eles autossuficientes ou adjuntos ao 0sso
autdgeno. Apos testes in vitro positivos para eficacia potencial, seguranca e possiveis reacdes
inesperadas dos materiais investigados, estudos experimentais pré-clinicos in vivo séo

realizados previamente aos testes clinicos (4).

Testes pré-clinicos para novas terapias regenerativas em modelos animais clinicamente
relevantes sdo um importante aspecto da pesquisa translacional e, em muitos casos, € uma
exigéncia das agéncias regulatorias de salde antes de iniciar testes clinicos em humanos (4,5).
A vantagem de modelos animais, além dos testes de seguranca e eficacia terapéuticas, € a
possibilidade de melhor compreender os processos bioldgicos subjacentes através de métodos
que seriam considerados muito invasivos para aplicagdo em humanos (repetidas coletas de
amostras biologicas, biopsias, etc.) (6). Modelos de animais pequenos (roedores e coelhos)
usualmente constituem um ponto de partida de prova de principio da factibilidade dos estudos,
ao passo que estudos em animais maiores (cachorros, porcos, ovelhas e primatas) tentam

simular condi¢es clinicas mais fidedignas e predizer a eficacia terapéutica (4, 5, 7).

Animais pequenos podem suportar procedimentos cirdrgicos complexos com
aparentemente menos desconforto e menos complicagfes, comparado aos animais maiores.
Também séo mais resistentes as doencas e infecgdes, dessa forma reduzindo o risco de perda
de animais durante o curso do experimento. Os roedores apresentam diversas vantagens como

menor custo, facil manipulacao e alocacdo, reportam minima preocupacao social e ética (ndo
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encontram a mesma resisténcia que o uso de animais de estimagao ou primatas, por exemplo)
e permitem padronizacdo de condigdes experimentais em individuos com contexto genético
bem definido e controlado, apresentando menor variacao individual entre os animais em termos
de resposta biologica. Logo, menos animais sdo necessarios para atingir dados estatisticamente

validos, se comparado aos animais maiores (4, 5, 8, 9).

O defeito na calota craniana de ratos pode ser usado para avaliar reparo 0sseo e
diferentes biomateriais, antes de avancar para animais maiores com potencial de transferir
aplicacdes ao complexo craniofacial de humanos (10). A estrutura da calvaria de ratos e a
localizagdo anatdmica permitem o estabelecimento de defeitos uniformes, padronizados e
facilmente reproduziveis, comumente criados com trefina. Pode-se utilizar diversos métodos
para andlise e, usualmente, um periodo de observacao de 4 a 8 semanas € empregado, tendo
sido demonstrado que a formacao dssea em defeitos controle vazios atinge o platdé durante este
periodo com minima formacédo 6ssea em periodos de avaliagdo maiores (11, 12). Por outro lado,
este modelo ndo permite a avaliagdo da reparacdo Ossea em condicdes de carga
fisiolégica/biomecanica (13). Levando em consideracdo o objetivo de investigar biomateriais
ou reparo 6sseo, os defeitos em calvaria de ratos podem servir como método rapido e direto

para avaliacdo in vivo do reparo ésseo (10).

O defeito critico em calvéria de ratos é um dos modelos experimentais mais comumente
utilizados em pesquisas que testam biomateriais, drogas ou dispositivos com potencial de
estimular a formacdo 6ssea local (2, 14-16). O termo “defeito critico” foi definido originalmente
por Schmitz e Hollinger em 1986 como “0 menor defeito intradsseo em determinado 0sso e
espécie animal que ndo ira reparar espontaneamente durante a vida do animal” (14). No entanto,
como a maioria dos estudos pré-clinicos possuem um tempo de avaliacdo limitado, Gosain et
al. (2000) estabeleceram que “o tamanho do defeito critico em pesquisas animais se refere ao

tamanho de defeito que nao ira reparar durante o periodo de duragdo do estudo” (12).

H4 bastante controvérsia na literatura em relacdo a dimensdo mais apropriada de defeito
na calota craniana de ratos que pode ser considerado critico (2, 11, 13, 17, 18). Defeitos menores
permitem modelos com dois defeitos por animal, possibilitando estabelecer no mesmo animal
tanto defeito teste quanto controle, reduzindo o nimero de animais pesquisados. Além das
dimensGes do defeito, a sua localizacdo anatbmica, especialmente em relacéo ao envolvimento
ou ndo da sutura sagital também tem sido debatido por sua possivel influéncia no processo de

reparo (19).
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Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi comparar diferentes tamanhos de
defeitos 0sseos em calvéria de ratos da espécie Wistar, a fim de identificar e padronizar qual o
menor tamanho dos defeitos criticos, relacionados com o sitio anatdmico, que deverdo ser

utilizados em futuros estudos para avaliacdo da reparacdo 6ssea.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar diferentes tamanhos de defeitos 6sseos em calvaria de ratos da espécie Wistar,
a fim de identificar e padronizar qual o menor tamanho dos defeitos criticos, relacionados com
0 sitio anatémico, que deverdo ser utilizados em futuros estudos para avaliacdo da reparagédo

0ssea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar qual o menor tamanho de defeito 6sseo que ndo apresenta reparacdo 0ssea

completa de acordo com o sitio anatdmico;

Comparar se ha diferenca no processo de reparacdo Ossea de defeitos do mesmo

tamanho em localiza¢6es anatémicas distintas;
Avaliar se hé interferéncia da sutura sagital mediana no processo de reparacao 0ssea;

Comparar diferentes métodos de andlise das amostras.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO E CONSIDERACOES ETICAS

A presente pesquisa tratou-se de um estudo experimental in vivo randomizado, e foi
submetida e aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), com o seguinte protocolo 23076.051218/2012-96 (Anexo A).
O experimento foi realizado de acordo com o0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e The National of Health Guide for Care and
use of Laboratory Animals.

A pesquisa foi realizada entre dezembro de 2015 e dezembro de 2017 no Nducleo de
Cirurgia Experimental da Universidade Federal de Pernambuco (NCE-UFPE). Foram
utilizados no presente estudo 104 ratos (Rattus novergicus, albinus, Wistar), machos, adultos
(3-4 meses), pesando entre 350 gramas + 50 g, obtidos no biotério do Departamento de Nutri¢do
da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram armazenados em gaiolas com 4
animais cada, sob controle de temperatura de 22+2°C, com um ciclo claro/escuro de 12 horas,
e mantidos com racao balanceada e agua ad libitum. Antes dos procedimentos cirargicos, todos
o0s animais foram mantidos 5 dias para aclimatacdo do laboratério.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos, de acordo com o tamanho
do defeito dsseo produzido na calvéria (dimensdo dos defeitos: 4mm, 5mm, 6mm ou 9mm) e
também com a localizacdo do defeito — realizado no osso parietal bilateralmente, sem
envolvimento da sutura sagital, ou defeito Unico realizado na porcéo central da calvéria, com
envolvimento da sutura sagital (Figura 1). Os animais foram avaliados em dois periodos em
relacdo a reparacdo: apos 30 dias (30d) da cirurgia, correspondendo a reparagdo precoce e ap0s
120 dias (120d), representando a reparacao tardia. (Quadro 1). Os periodos de avaliacdo de 30
e 120 dias foram planejados de acordo com os periodos de avaliagdo encontrados na literatura.
Foram realizados 16 defeitos por grupo por periodo de avaliagdo, com excecdo do Grupo 1, que
por se tratar do piloto do estudo, apresentou apenas 8 defeitos.

O defeito de 6mm foi realizado lateralmente e centralmente para que se pudesse avaliar
se a sutura sagital influencia no reparo 6sseo. Ao passo que o defeito de 9mm foi executado
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apenas centralmente, pois pelas dimensdes da calota craniana do rato € inviavel realizar mais

que um defeito.

Figura 1 — Representacdo esquematica da calota craniana do rato. A) Defeitos 6sseos
confeccionados nos 0ssos parietais, sem envolvimento da sutura sagital, B) Defeito 6sseo
confeccionado na porcéao central da calota, com envolvimento da sutura sagital.

Quadro 1: Distribuicdo dos grupos em relacdo ao tamanho e sitio do defeito, métodos de
avaliacdo e periodo de observacéo.

NUmero  NUmero Meétodos de Avaliacao

Tamanho do | Sitio do Periodo de

Gtz An?riais Deg;tos Defeito Defeito Observagdo Maceracao Histolégico
Gl 4 8 4 mm Lateral 30 dias N=4 N=4
4 8 4 mm Lateral 120 dias N=4 N=4
G2 8 16 5 mm Lateral 30 dias N=8 N=8
8 16 5 mm Lateral 120 dias N=8 N=8
G3 8 16 6 mm Lateral 30 dias N=8 N=8
8 16 6 mm Lateral 120 dias N=8 N=8
G4 16 16 6 mm Central 30 dias N=8 N=8
16 16 6 mm Central 120 dias N=8 N=8
G5 16 16 9 mm Central 30 dias N=8 N=8
16 16 9 mm Central 120 dias N=8 N=8

Total 104 144 72 analises 72 anélises

3.3 CALCULO DA AMOSTRA

A definicdo do tamanho da amostra baseou-se em dados encontrados na literatura (20,
21), optando-se pelo nimero minimo que ndo pudesse comprometer os resultados. Para Rang
et al. 2008, consideracdes éticas e financeiras pedem que um teste deva abranger uma amostra

com o menor “N” possivel (22).
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3.4 CIRURGIAS EXPERIMENTAIS

Nenhum dos procedimentos foi efetuado no local destinado ao armazenamento dos
animais a fim de impedir estresse comportamental dos mesmos.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 0,1 mg/Kg (SESPO, Divisao
Vetbrands Saude Animal, Jacarei, S&o Paulo, Brasil) associado a xilazina 0,1 mg/Kg (Bayer do
Brasil, Belford Roxo, Rio de Janeiro, Brasil), por via intramuscular.

Ap0s anestesia, foi realizada a tricotomia da regido fronto-parietal da cabeca do animal
e a assepsia com solucdo de digluconato de clorexidina a 2%. Em seguida, com auxilio de uma
lamina de bisturi n°® 15¢, foi realizada uma incisdo linear, na regido da sutura sagital, no
tegumento de revestimento do cranio, e com auxilio de um descolador de Molt, o retalho de
espessura total foi descolado, expondo a cortical ssea da regido. Com uma trefina cirtrgica de
didmetro externo correspondente a cada grupo de estudo, e com auxilio de uma pega de mao
com irrigacdo constante de soro fisioldgico, foi confeccionado de acordo com cada grupo um
defeito dsseo de espessura total, transpassando toda a espessura da diploe, tomando-se bastante
cuidado para ndo danificar a dura-mater e o seio venoso sagital. Posteriormente, o defeito foi
irrigado com soro fisiolégico para remover as espiculas Gsseas que permaneceram apds a
confeccdo do defeito.

Os retalhos foram, em seguida, recolocados em sua posi¢do e suturados por plano
anatdmico com fio de sutura tipo seda 3-0. Imediatamente apds a cirurgia, cada animal recebeu
uma injecdo intramuscular de 10mg/Kg de cefalosporina e 10mg/Kg de dipirona. Apés as
cirurgias, os animais foram alocados em gaiolas individuais por 15 dias. Passado esse prazo 0s
animais foram realocados em gaiolas maiores, com 4 animais por gaiola. Durante o periodo de
reparacdo nenhuma medicacdo foi administrada. As suturas ndo foram removidas, saindo

espontaneamente de acordo com a renovacgao epitelial dos animais.

3.5 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DA PECA OPERATORIA

Apos o periodo de reparacdo de 30 dias ou 120 dias, de acordo com 0 grupo a que
pertenciam, os animais foram sacrificados com sobredose de anestésico (tiopental), e as pecas
foram processadas para analise histoldgica e de maceracao.

Para obtencéo da peca operatoria, foi realizada uma incisdo na regido mais posterior dos
tecidos moles da cabeca, com lamina de bisturi n® 15¢c montada em cabo Bard-Parker n°3, com

0 intuito de ndo danificar a regido 0ssea de interesse. O tecido mole sobre a calota craniana foi
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removido com o auxilio de tesoura Matzenbaum e pinga Adson Brown, promovendo uma ampla
visualizacdo da calota, incluindo os 0ssos parietais. Para as pecas que foram analisadas pelo
método da maceracao, a mandibula foi desarticulada e o cranio seguiu para processamento. Ja
nas pecas que foram avaliadas histologicamente e histomorfometricamente, foi realizada a
osteotomia da calota craniana com broca multilaminada tronco-conica n® 701, em baixa rotagéo
e sob irrigacdo constante com solucgdo fisioldgica a 0,9%, a uma distancia de 4mm além dos
bordos dos defeitos. A peca operatoria foi removida com auxilio de descolador de Molt e pinca
Adson Brown e imersa em recipiente identificado contendo solugédo de acordo com a analise
realizada.

Ap0s a eutandsia e necropsia, 0s animais foram considerados como lixo biol6gico, sendo
0s mesmos recolhidos, congelados e incinerados, seguindo as normas de protocolo do Biotério

do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco.

3.6 ANALISE DE MACERACAO

Espécimes de cada grupo, de acordo com o periodo de avaliacdo, foram submetidos ao
processo de maceracdo através da imersdo em solucdo de papaina a 1%. Apds 30 dias de
incubagdo a 20°C, foram removidos os tecidos moles com auxilio de um fluxo de agua corrente.
Em seguida, os espécimes foram submersos em solucdo aquosa de peroxido de hidrogénio 3%
por 7 dias e entdo se procedeu a secagem das pecas (23).

Em seguida, foram realizadas fotografias em distancia padronizada e com escala
(paquimetro). A camera fotografica utilizada foi Canon® T4i lente 18mm-55mm. Com o
auxilio de um software (ImageJ), as amostras foram avaliadas de forma quantitativa e foram
calculadas a area 6ssea formada em mm?2 e a porcentagem de reparagdo 0ssea espontanea em
cada defeito (Figuras 2 e 3). Esta metodologia foi desenvolvida especificamente para esse

estudo.
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Figura 2 — Fotografia Qe amostra de mageragéo
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3.7 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA

Espécimes dos grupos de acordo com o periodo de avaliacdo foram imersos em solucao
de formol neutro a 10% por 48 horas e ap0s a fixacao, as calotas foram descalcificadas em acido
nitrico a 5% por 48 horas. Foram realizados cortes de 5 um de espessura no sentido coronal e
corados em hematoxilina-eosina. De cada bloco, os dois cortes mais centrais foram
selecionados. A andlise histoldgica consistiu na avaliacdo dos seguintes parametros: presenca,
intensidade e tipo de infiltrado inflamatdrio; presenca e tipo de neoformacéo dssea; densidade

do tecido conjuntivo. Apo6s analise microscopica, a fotomicrografia de cada espécime foi



25

tomada com auxilio de uma camera digital acoplada ao microscopio e magnificacéo de 2x e foi
utilizada para avaliagdo histomorfométrica, realizada através de software (ImageJ). Trés
parametros foram mensurados: area aumentada, area 0ssea neoformada e propor¢do de 0sso
formado. Area aumentada (mm?2) levou em consideracéo todo tecido dentro dos limites do 0sso
neoformado. Area ¢ssea neoformada (mm?2) foi mensurada como o0sso mineralizado
neoformado, excluindo tecido medular e fibrovascular. Proporcéo de osso neoformado (%) foi

estabelecida como a porcentagem de novo 0sso dentro da area inicial do defeito (Figura 4).

Figura 4 — Parametros avaliados na histomorfometria

Area aumentada

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a estudo estatistico comparativo entre todos 0s grupos e
periodos. Foram aplicados os testes t de Student para amostras pareadas, ANOVA para
comparacgao entre 0s 5 grupos e Teste de Tukey para o Pos-hoc utilizando o programa estatistico
IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua versdo 21.0, para a obtencdo dos
resultados. O valor da significancia foi considerado quando p < 0,05. As tabelas 1 e 2 mostram
o teste de normalidade de Shapiro Wilk para as variaveis de maceracdo e histomorfometria e
mostram que os dados seguem uma distribuicdo normal (p>0,05) e logo, os testes utilizados

para comparacdo de medias foram os testes paramétricos.



Tabela 1 - Teste de normalidade para as varidveis dos dados de maceracao

Shapiro-Wilk
Momento Parametros analisados Grupo — -
Estatistica | Graus de liberdade | P-valor
G1 0,876 4 0,323
G2 0,941 8 0,624
30 Dias Area 6ssea formada (mm?) G3 0,929 7 0,543
G4 0,951 8 0,718
G5 0,879 8 0,186
G1 0,943 4 0,673
G2 0,906 8 0,327
120 dias  Area 6ssea formada (mm?) G3 0,952 7 0,752
G4 0,869 8 0,146
G5 0,948 8 0,696
G1 0,876 4 0,323
G2 0,941 8 0,625
30 Dias Area 6ssea formada (%) G3 0,929 7 0,543
G4 0,951 8 0,718
G5 0,880 8 0,186
G1 0,943 4 0,674
G2 0,906 8 0,327
120 dias Area 6ssea formada (%) G3 0,952 7 0,752
G4 0,869 8 0,146
G5 0,949 8 0,697
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Tabela 2 - Teste de normalidade para as varidveis dos dados histomorfométricos

. Shapiro-Wilk
Momento | Parametros analisados | Grupo — X
Estatistica | Graus de liberdade | P-valor
G1 0,868 4 0,289
i G2 0,961 8 0,822
30 Dias Area aumentatia G3 0955 7 0,773
(mm?)
G4 0,880 8 0,189
G5 0,943 8 0,642
Gl 0,960 4 0,780
i G2 0,863 8 0,128
120 dias Area aumentada G3 0921 7 0,476
(mm2)
G4 0,678 8 0,001
G5 0,811 8 0,038
Gl 0,709 4 0,015
G2 0,943 8 0,637
30 Dias  Area 6ssea formada (mm?) ~ G3 0,937 7 0,614
G4 0,842 8 0,079
G5 0,925 8 0,468
Gl 0,814 4 0,130
G2 0,939 8 0,605
120 dias  Area Gssea formada (mm2) G3 0,971 7 0,905
G4 0,756 8 0,010
G5 0,880 8 0,190
Gl 0,949 4 0,708
i G2 0,917 8 0,404
. Area 6ssea formada no
30 Dias defeito (%) G3 0,937 7 0,613
G4 0,934 8 0,550
G5 0,931 8 0,521
Gl 0,900 4 0,432
i G2 0,914 8 0,380
. Area 6ssea formada no
120 dias defeito (%) G3 0,915 7 0,434
G4 0,891 8 0,241
G5 0,879 8 0,182
Gl 0,889 4 0,377
G2 0,957 8 0,777
30 Dias Proporcéo de osso G3 0909 7 0,386
neoformado (%)
G4 0,779 8 0,017
G5 0,922 8 0,446
Gl 0,945 4 0,683
G2 0,923 8 0,456
120 dias Proporgédo de 0sso G3 0,885 7 0,249
neoformado (%)
G4 0,829 8 0,058
G5 0,843 8 0,081
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4 DETERMINACAO DO TAMANHO E LOCALIZACAO DO DEFEITO CRITICO
NA REPARACAO OSSEA EM CALVARIA DE RATOS

AVALIACAO DA REPARACAO OSSEA ESPONTANEA EM CALVARIA DE RATOS

Resumo

Objetivos: comparar diferentes tamanhos de defeitos 6sseos em calvéria de ratos Wistar, a fim
de identificar e padronizar qual o menor tamanho dos defeitos criticos, relacionados com o sitio

anatdbmico.

Material e Métodos: Cento e quatro ratos machos, adultos (3-4 meses) foram distribuidos em
5 grupos experimentais para realizacdo de defeitos em calota craniana (tamanhos: 4mm, 5mm,
6mm e 9mm, localizados centralmente ou lateralmente a sutura sagital). Apds periodos de
observagéo de 30 ou 120 dias, os animais foram sacrificados. A neoformacédo dssea espontanea
dos defeitos foi entdo avaliada através das técnicas de maceracdo e

histoldgica/histomorfométrica.

Resultados: A andlise histologica revelou auséncia de infiltrado inflamat6rio na maioria das
amostras analisadas, nas amostras que apresentaram infiltrado inflamatério todos eram de
intensidade discreta e tipo cronico. Quanto ao tipo de neoformacdo dssea evidenciou-se
formacdo em ilhas e em trabéculas. Quanto a densidade de tecido conjuntivo encontrou-se
amostras tanto de tecido conjuntivo fibroso denso, quanto tecido conjuntivo fibroso frouxo. As
médias de porcentagem de fechamento dos defeitos variaram muito entre 0s grupos e até mesmo
dentro do mesmo grupo, entretanto nenhum defeito apresentou fechamento completo. Os
diferentes tamanhos de defeito, localizagdo anatémica central ou lateral a sutura sagital,
periodos de avaliacdo de 30 ou 120 dias e métodos de avaliagdo por maceragdo ou
histomorfométrico (no periodo de 120 dias) ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas entre si.

Conclus6es: Os achados do presente estudo permitem concluir que defeitos de 4mm, 5mm,
6mm e 9mm em calvéria de ratos podem ser considerados criticos; a localizacdo do defeito ndo
influenciou no reparo dsseo; periodos de avaliacdo de 1 més sdo suficientes para avaliar o

fechamento do defeito e que os diferentes métodos de analise ndo diferiram entre si. Mais
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estudos se fazem necessarios para otimizar o uso de defeitos criticos em calvéria de ratos em

pesquisa.

Palavras-chave: Ratos. Modelos Animais. Regeneracéo Ossea.

Introducéo

O reparo de defeitos 0sseos, resultantes de envelhecimento, trauma, cirurgias ablativas,
malformacdes congénitas ou patologias se apresenta como um grande desafio clinico (Gétz,
Warnke, Kolk, 2015; Susin et al., 2018). Embora o transplante de 0sso autégeno seja
considerado o padrdo ouro para o reparo 0sseo da regido maxilofacial, defeitos maiores
necessitam de volumes d&sseos indisponiveis localmente (Fretwurst, Gad, Nelson,
Schmelzeisen, 2015; Corbella, Taschieri, Weinstein, Del Fabbro, 2016; Shanbhag, Pandis,
Mustafa, Nyengaard, Stavropoulos, 2017). Além disso, a morbidade associada a coleta de 0sso
pode ser um fator limitante (Nkenke e Neukam, 2014). Procurando contornar esta dificuldade,
diferentes biomateriais e técnicas tém sido sugeridos para reparo de defeitos 6sseos, e modelos
experimentais pré-clinicos sdo usados para investigar sua aplicabilidade (Vajgel et al., 2014).
Modelos animais experimentais podem prover uma prova de principio, estabelecendo

intervencdes clinicas mais eficazes (Gomes e Fernandes, 2011).

A selecdo de modelos pré-clinicos frequentemente leva em consideracdo a arvore
filogenética, no entanto se os resultados podem ser alcancados utilizando animais menores,
como os roedores, é preferivel (Gomes e Fernandes, 2011). Os roedores apresentam diversas
vantagens como menor custo, facil manipulacdo e alocacdo, reportam minima preocupacao
social e permitem padronizacdo de condi¢cBes experimentais em individuos geneticamente
semelhantes, com menor variacao individual, o que implica que menos unidades experimentais
s80 necessarias para atingir dados estatisticamente validos, se comparado aos animais maiores
(Jordan 1971; Pellegrini, Seol, Gruber, Giannobile, 2009; Gomes e Fernandes, 2011;
Stavropoulos, Sculean, Bosshardt, Buser, Klinge, 2015).

O defeito critico em calvéria de ratos é um dos modelos experimentais mais comumente
utilizados em pesquisas que testam biomateriais, drogas ou dispositivos com potencial de
estimular a formacéo dssea local (Schmitz e Hollinger, 1986; Herberg et al., 2014; Moreira et
al., 2018; Susin et al., 2018). O termo “defeito critico” foi definido originalmente por Schmitz
¢ Hollinger em 1986 como “0 menor defeito intradsseo em determinado 0sso e espécie animal

gue nao ira reparar espontaneamente durante a vida do animal”. No entanto, como a maioria
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dos estudos pré-clinicos possuem um tempo de avaliacdo limitado, Gosain et al. (2000)
estabeleceram que “o tamanho do defeito critico em pesquisas animais se refere ao tamanho de

defeito que ndo ira reparar durante o periodo de duragao do estudo”.

Defeitos criticos em calotas cranianas de ratos apresentam diversas vantagens como
padronizacdo das dimensGes do defeito; acesso cirdrgico adequado e suporte para 0 emprego
de biomateriais devido a presenca de dura-mater e pele; ndo requer fixacdo ou estabilizacdo e
possibilidade de executar analises diretas e em periodos de tempo relativamente curtos (Gomes
e Fernandes, 2011; Spicer et al., 2012; Stavropoulos, et al., 2015). Por outro lado, este modelo
ndo permite a avaliagdo da reparacdo 6ssea em condicOes de carga fisiologica/biomecanica e a
quantidade de tecidos disponiveis para avaliacdo — histoldgica, por exemplo — pode ser limitada
(Vajgel et al., 2014).

H4 bastante controvérsia na literatura em relacdo a dimenséo mais apropriada de defeito
na calota craniana de ratos que pode ser considerado critico (Hollinger & Kleinschmidt 1990;
Bosch, Melsen, Vargervik, 1998; Cooper et al., 2010; Vajgel et al., 2014; Susin et al., 2018).
Defeitos menores permitem modelos com dois defeitos por animal, possibilitando estabelecer
no mesmo animal tanto defeito teste quanto controle, reduzindo o ndmero de animais
pesquisados. Além das dimensdes do defeito, a localizagdo anatdmica do defeito, especialmente
em relacdo ao envolvimento ou ndo da sutura sagital também tem sido debatido por sua possivel

influéncia no processo de reparo (Bosch, Melsen, Gibbons, Vargervik, 1996).

Diante do exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi comparar diferentes tamanhos de
defeitos 6sseos em calvaria de ratos da espécie Wistar, a fim de identificar e padronizar qual o
menor tamanho dos defeitos criticos, relacionados com o sitio anatémico, que deverdo ser

utilizados em futuros estudos para avaliacdo da reparacao dssea.

Material e Métodos
Desenho do estudo e consideraces éticas

A presente pesquisa tratou-se de um estudo experimental in vivo randomizado, e foi
submetida e aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), com o seguinte protocolo 23076.051218/2012-96. O
experimento foi realizado de acordo com o0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio



31

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e The National of Health Guide for Care and

use of Laboratory Animals.

A pesquisa foi realizada entre dezembro de 2015 e dezembro de 2017 no Nucleo de
Cirurgia Experimental da Universidade Federal de Pernambuco (NCE-UFPE). Foram
utilizados no presente estudo 104 ratos (Rattus novergicus, albinus, Wistar), machos, adultos
(3-4 meses), pesando entre 350 gramas * 50 g, obtidos no biotério do Departamento de Nutri¢éo
da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram armazenados em gaiolas com 4
animais cada, sob controle de temperatura de 22+2°C, com um ciclo claro/escuro de 12 horas,
e mantidos com racdo balanceada e &gua ad libitum. Antes dos procedimentos cirargicos, todos

os animais foram mantidos 5 dias para aclimatacdo do laboratoério.
Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos, de acordo com o tamanho
do defeito dsseo produzido na calvéria (dimensdo dos defeitos: 4mm, 5mm, 6mm ou 9mm) e
também com a localizacdo do defeito — realizado no osso parietal bilateralmente, sem
envolvimento da sutura sagital ou defeito Unico realizado na porcdo central da calvaria, com
envolvimento da sutura sagital. Os animais foram avaliados em dois periodos em relacdo a
reparacdo: apés 30 dias (30d) da cirurgia, correspondendo a reparacao precoce e apos 120 dias
(120d), representando a reparacao tardia (Quadro 2). Os periodos de avaliacdo de 30 e 120 dias
foram planejados de acordo com os periodos de avaliacdo encontrados na literatura. Foram
realizados 16 defeitos por grupo por periodo de avaliacdo, com exce¢do do Grupo 1, que por se

tratar do piloto do estudo, apresentou apenas 8 defeitos.

Quadro 2: Distribuicdo dos grupos em relacdo ao tamanho e sitio do defeito, métodos
de avaliacgdo e periodo de observacéo.

Numero  Namero Métodos de Avaliagao

Grupos de de Tamanho do Sitio_do Periodo d~e . S
Animais  Defeitos Defeito Defeito Observacéo Maceragéo Histoldgico
Gl 4 8 4 mm Lateral 30 dias N=4 N=4
4 8 4 mm Lateral 120 dias N=4 N=4
G2 8 16 5mm Lateral 30 dias N=8 N=8
8 16 5 mm Lateral 120 dias N=8 N=8
G3 8 16 6 mm Lateral 30 dias N=8 N=8
8 16 6 mm Lateral 120 dias N=8 N=8
G4 16 16 6 mm Central 30 dias N=8 N=8
16 16 6 mm Central 120 dias N=8 N=8
G5 16 16 9 mm Central 30 dias N=8 N=8
16 16 9 mm Central 120 dias N=8 N=8
Total 104 144 72 analises 72 analises
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O defeito de 6mm foi realizado lateralmente e centralmente para que se pudesse avaliar
se a sutura sagital influencia no reparo 6sseo. Ao passo que o defeito de 9mm foi executado
apenas centralmente, pois pelas dimensdes da calota craniana do rato é inviavel realizar mais

que um defeito.
Calculo da amostra

A definicdo do tamanho da amostra baseou-se em dados encontrados na literatura
(Mardas, Stavropoulos, Karring, 2008; Patel et al., 2008), optando-se pelo numero minimo que

ndo pudesse comprometer os resultados.

Cirurgias experimentais

Nenhum dos procedimentos foi efetuado no local destinado ao armazenamento dos

animais a fim de impedir estresse comportamental dos mesmos.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 0,1 mg/Kg (SESPO, Divisao
Vetbrands Saude Animal, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) associado a xilazina 0,1 mg/Kg (Bayer do

Brasil, Belford Roxo, Rio de Janeiro, Brasil), por via intramuscular.

Apds anestesia, foi realizada a tricotomia da regido fronto-parietal da cabeca do animal
e a assepsia com solucdo de digluconato de clorexidina a 2%. Em seguida, com auxilio de uma
lamina de bisturi n® 15¢, foi realizada uma incisdo linear, na regido da sutura sagital, no
tegumento de revestimento do cranio, e com auxilio de um descolador de Molt, o retalho de
espessura total foi descolado, expondo a cortical 6ssea da regido. Com uma trefina cirdrgica de
didametro externo correspondente a cada grupo de estudo, e com auxilio de uma peca de méo
com irrigacdo constante de soro fisiologico, foi confeccionado de acordo com cada grupo um
defeito Gsseo de espessura total, transpassando toda a espessura da diploe, tomando-se bastante
cuidado para ndo danificar a dura-mater e o seio venoso sagital. Posteriormente, o defeito foi
irrigado com soro fisiologico para remover as espiculas 0sseas que permaneceram apés a

confeccdo do defeito.

Os retalhos foram, em seguida, recolocados em sua posi¢do e suturados por plano
anatdmico com fio de sutura tipo seda 3-0. Imediatamente apds a cirurgia, cada animal recebeu
uma injecdo intramuscular de 10mg/Kg de cefalosporina e 10mg/Kg de dipirona. Apds as
cirurgias, os animais foram alocados em gaiolas individuais por 15 dias. Passado esse prazo 0s

animais foram realocados em gaiolas maiores, com 4 animais por gaiola. Durante o periodo de
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reparagdo nenhuma medicagdo foi administrada. As suturas ndo foram removidas, saindo

espontaneamente de acordo com a renovacao epitelial dos animais.

Eutanasia dos animais e obtencdo da peca operatéria

Ap0s o periodo de reparacdo de 30 dias ou 120 dias, de acordo com o0 grupo a que
pertenciam, os animais foram sacrificados com sobredose de anestésico (tiopental), e as pecas

foram processadas para analise histoldgica e de maceracao.

Para obtencdo da peca operatoria, foi realizada uma incisdo na regido mais posterior dos
tecidos moles da cabeca, com lamina de bisturi n® 15¢ montada em cabo Bard-Parker n°3, com
0 intuito de ndo danificar a regido 6ssea de interesse. O tecido mole sobre a calota craniana foi
removido com o auxilio de tesoura Matzenbaum e pinga Adson Brown, promovendo uma ampla
visualizacdo da calota, incluindo os 0ssos parietais. Para as pecas que foram analisadas pelo
método da maceragdo, a mandibula foi desarticulada e o cranio seguiu para processamento. Ja
nas pecas que foram avaliadas histologicamente e histomorfometricamente, foi realizada a
osteotomia da calota craniana com broca multilaminada tronco-c6nica n° 701, em baixa rotacédo
e sob irrigacdo constante com solucgdo fisioldgica a 0,9%, a uma distancia de 4mm além dos
bordos dos defeitos. A peca operatdria foi removida com auxilio de descolador de Molt e pinca
Adson Brown e imersa em recipiente identificado contendo solucédo de acordo com a analise

realizada.

Ap0s a eutanasia e necropsia, 0s animais foram considerados como lixo biol6gico, sendo
os mesmos recolhidos, congelados e incinerados, seguindo as normas de protocolo do Biotério

do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco.
Analise de macerac6es

Espécimes de cada grupo de acordo com o periodo de avaliacdo foram submetidos ao
processo de maceracdo através da imersdo em solucdo de papaina a 1%. Apds 30 dias de
incubacdo a 20°C, foram removidos os tecidos moles com auxilio de um fluxo de agua corrente.
Em seguida, os espécimes foram submersos em solugéo aquosa de peroxido de hidrogénio 3%

por 7 dias e entdo se procedeu a secagem das pecas (Donos et al., 2004).

Em seguida, foram realizadas fotografias em distancia padronizada e com escala
(paquimetro). A camera fotogréafica utilizada foi Canon® T4i lente 18mm-55mm. Com o

auxilio de um software (ImageJ), as amostras foram avaliadas de forma quantitativa e foram
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calculadas a area dssea formada em mm?2 e a porcentagem de reparacdo 0ssea espontanea em

cada defeito.
Andlise histoldgica e histomorfométrica

Espécimes dos grupos de acordo com o periodo de avaliacdo foram imersos em solucéo
de formol neutro a 10% por 48 horas e apds a fixacao, as calotas foram descalcificadas em acido
nitrico a 5% por 48 horas. Foram realizados cortes de 5 um de espessura no sentido coronal e
corados em hematoxilina-eosina. De cada bloco, os dois cortes mais centrais foram
selecionados. A analise histoldgica consistiu na avaliacdo dos seguintes parametros: presenca,
intensidade e tipo de infiltrado inflamatdrio; presenca e tipo de neoformacéo 6ssea; densidade
do tecido conjuntivo. Apos analise microscopica, a fotomicrografia de cada espécime foi
tomada com auxilio de uma camera digital acoplada ao microscopio e magnificacdo de 2x e foi
utilizada para avaliacdo histomorfométrica, realizada através de software (Imagel). Trés
parametros foram mensurados: area aumentada, area 6ssea neoformada e proporcdo de 0sso
formado. Area aumentada (mm?) levou em consideracéo todo tecido dentro dos limites do 0sso
neoformado. Area Gssea neoformada (mm2) foi mensurada como o0sso mineralizado
neoformado, excluindo tecido medular e fibrovascular. Proporcéo de osso neoformado (%) foi

estabelecida como a porcentagem de novo 0sso dentro da area inicial do defeito.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a estudo estatistico comparativo entre todos 0s
grupos e periodos. Foram aplicados os testes t de Student para amostras pareadas, ANOVA
para comparacdo entre 0s 5 grupos e Teste de Tukey para o Pos-hoc utilizando o programa
estatistico IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua versdo 21.0, para a
obten¢ao dos resultados. O valor da significancia foi considerado quando p < 0,05. O teste de
normalidade de Shapiro Wilk para as variaveis de maceragéo e histomorfometria mostraram
que os dados seguem uma distribuicdo normal (p>0,05) e logo, os testes utilizados para

comparacao de médias foram os testes paramétricos.

Resultados

Cento e quatro animais foram divididos em 5 grupos conforme apresentado no quadro
2, onde em cada animal foram realizados defeitos com diferentes tamanhos e avaliados em
diferentes periodos de tempo (30 dias e 120 dias), no qual apenas no grupo 1 foram investigados
8 defeitos e nos demais grupos foram realizados 16 defeitos, por periodo de tempo.



Quadro 3: Distribuicéo dos defeitos por grupo estudado

Grupos NUmero de Defeitos
G1-Defeito Inicial = 12,56636mm? 04 mm lateral (02 defeitos) 8 (30d) + 8 (120d)
G2-Defeito Inicial = 19,634937mm? 05 mm lateral (02 defeitos) 16 (30d) + 16 (120d)
G3-Defeito Inicial = 28,27431mm? 06 mm lateral (02 defeitos) 16 (30d) + 16 (120d)
G4-Defeito Inicial = 28,27431mm? 06 mm central (01 defeito) 16 (30d) + 16 (120d)
G5-Defeito Inicial = 63,617197mm? 09 mm central (01 defeito) 16 (30d) + 16 (120d)
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Anélise de Maceragéo

A tabela 3 apresenta os valores médios da area dssea formada em mm2 e porcentagem
de reparacdo Ossea espontanea (avaliados através do método da maceracdo). Tanto a
porcentagem de area formada, quanto os valores em mmz2 ndo apresentaram diferencas com
significancia estatistica entre os momentos 30 dias e 120 dias. Em relacdo a comparacao entre
0s grupos do momento 30 dias da area em mm?2 (p=0,004) o grupo 5 apresentou diferencas

estatisticamente significativas em relacdo aos outros grupos, com média 12,43 + 4,32mm2,

Tabela 3 — Distribuicdo dos valores médios + desvio-padrao das mensuracoes (area formada e
% da area formada) dos dados da maceracdo dos defeitos 6sseos comparativamente entre
rupos e periodos

Pos-Hoc? 30 dias 120 dias P_valor !
Variavel Grupo | (Entreos Média + Desvio- Meédia + Desvio- | (30 dias x
grupos) | N padrao N padrao 120 dias)
G1 A 4 4,20+ 2,54 4 4,66 + 3,69 0,847
Area bssea G2 A 8 5,62 £ 2,04 8 8,63 £6,16 0,276
f , G3 A 8 6,44 + 5,43 8 5,68 £ 5,03 0,782
ormada (mm2)
G4 A 8 5,43 £ 3,69 8 6,12 + 6,86 0,781
G5 B 8 12,43 £ 4,32 8 11,59 £ 3,46 0,604
P-valor? (Entre 0s grupos) 0,004* 0,140
G1 - 4  3340%+20,19% 4  37,09% £ 29,40% 0,847
Area 6ssea G2 - 8 28,60%+10,41% 8 43,96% * 31,39% 0,276
formada (%) G3 - 8 22,79%+19,19% 8 20,09% £17,79% 0,782
G4 - 8 19,19% +13,05% 8 21,64% + 24,28% 0,781
G5 - 8 1953%+6,79% 8 18,21% +5,44% 0,604
P-valor? (Entre 0s grupos) 0,365 0,135

1-Teste t de Student para amostras pareadas; 2 — ANOVA; 3 Pos-Hoc pelo teste de Tukey (letra iguais ndo diferem
estatisticamente); * Estatisticamente significativa.

Analise Histoldgica

A analise histoldgica revelou formacdo Ossea a partir das margens do defeito, com
algumas amostras apresentando ilhas de formacgdo dssea dentro do espaco do defeito. A
neoformacéo Gssea observada ndo manteve a espessura do 0sso original. Também se observou

presenca de tecido conjuntivo e fibras colagenas (Figura 5).
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Figura 5 — Fotomicrografia de ldmina histoldgica. llhas de formagdo 6ssea. Magnificacéo de
2X

Observou-se auséncia de infiltrado inflamatdrio na maioria das amostras analisadas,
tanto no periodo de 120 dias (65,63%), como no periodo de observacao de 30 dias (88,57%).
Nas amostras que apresentaram infiltrado inflamatério (120d= 34,37% e 30d= 11,43%), todos
eram de intensidade discreta e tipo cronico (discreta — até um terco do infiltrado inflamatorio e

crénico — pela presenca de polimorfonucleares).

Quanto ao tipo de neoformacdo dssea evidenciou-se formacao em ilhas e em trabéculas,
com predominancia de formagdo em ilha nos defeitos de 120 dias de observagédo (ilhas=
34,38%), enquanto que nos defeitos de 30 dias ocorreu o oposto, houve predominancia de

formacdo em trabéculas (trabéculas= 37,14%).

Quanto a densidade de tecido conjuntivo, encontrou-se amostras tanto de tecido
conjuntivo fibroso denso, quanto tecido conjuntivo fibroso frouxo. No grupo de 120 dias houve
uma distribuicdo entre tecido frouxo (65,63%) e tecido denso (34,37%); ja o grupo de 30 dias
apresentou apenas 1 amostra de tecido conjuntivo denso (2,86%) e todas as demais foram de
tecido frouxo. A figura 6 mostra a presenca de infiltrado inflamatorio cronico, neoformagéo
0ssea em ilha e tecido conjuntivo fibroso denso, a lamina se refere a amostra de defeito de 5mm,

avaliada ap6s 120 dias.
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Figura 6 — Fotomicrografia de lamina histoldgica. Magnificacdo de 10x

A figura 7 mostra um painel com diferentes fotomicrografias dos diversos grupos

avaliados na presente pesquisa.

Figura 7 — Painel de fotomicrografias de laminas histologicas. Magnificacéo de 2x. A- 4mm,
30 dias; B- 4mm, 120 dias; C- 5mm, 30d; D- 5mm, 120d; E- 6mm, lateral, 30d; F- 6mm,
lateral, 120d; G- 6mm, central, 30d; H- 6mm, central, 120d; I- 9mm, 30d; J- 9mm, 120d.
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Andlise Histomorfométrica

Em relacdo a area aumentada (mm2), no momento 30 dias apresentou diferenca com
significancia estatistica (p=0,003) e no Pos-hoc verificou-se que essa diferenca foi do grupo 1
(1,13 = 0,54 mm?) com o grupo 3 (3,41 + 1,30 mm?) e do grupo 1 (1,13 = 0,54mm?) com o
grupo 5 (3,51 + 0,68 mm32). No periodo de 120 dias entre os grupos (p>0,05) ndo houve
significancia estatistica. Na comparacéo entre os dois periodos de observacdo (120 e 30 dias)
(p>0,05) ndo apresentou significancia estatistica. Com a area dssea formada (mm?2) apresentou
diferengas estatisticamente significativas (p=0,019) no momento 30 dias e essa diferenca
ocorreu apenas entre os grupos 1 (0,33 + 0,43 mm2) e grupo 3 (0,90 + 0,34 mm?), conforme
apresentado na tabela 4.
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Tabela 4 — Distribuicéo dos valores médios * desvio-padrdo das mensuragdes (area
aumentada e area 0ssea formada) dos dados histomorfométricos dos defeitos 6sseos
comparativamente entre grupos e periodos

Pos-Hoc3 30 dias 120 dias P-valor!
Variavel Grupo | (Entre os N Média * Desvio- N Média + Desvio- | (30 dias x
grupos) padréo padréo 120 dias)
Gl A 4 1,13+£0,54 4 1,42 £0,69 0,564
Area aumentada G2 AB 8 2,20£0,91 8 2,40 £ 0,81 0,590
(mm?) G3 B 8 3,41 +£1,30 8 473+2,13 0,136
G4 AB 8 259+1.24 8 4,42 + 3,93 0,211
G5 B 8 3,51+ 0,68 8 4,45 + 1,39 0,032
P-valor? (Entre 0s grupos) 0,003* 0,063
Gl A 4 0,33+0,43 4 0,32+ 0,09 0,973
p ; G2 AB 8 0,51+0,18 8 0,59+0,31 0,580
Area O(Sri]e;f)ormada G3 B 8 090+034 8 068031 0,161
G4 AB 8 0,56 + 0,38 8 0,57+ 0,65 0,972
G5 AB 8 0,48 +0,11 8 0,66 + 0,36 0,220
P-valor? (Entre 0s grupos) 0,019* 0,667

1-Teste t de Student para amostras pareadas; 2 — ANOVA,; 3 Pos-Hoc pelo teste de Tukey (letra iguais ndo diferem
estatisticamente); * Estatisticamente significativa.

Segundo a tabela 5 entre os momentos 30 dias e 120 dias ndo houve diferenca
estatisticamente significativa, como também em cada momento entre os grupos em relagdo ao
percentual de area 6ssea formada no defeito.

Tabela 5 — Distribuicdo dos valores médios + desvio-padrdo das mensuracdes (area 0ssea
formada) dos dados histomorfométricos dos defeitos 6sseos comparativamente entre grupos e

periodos

Pos-Hoc? 30 dias 120 dias P-valor?
Variavel Grupo | (Entre os N Média + Desvio- N Meédia + Desvio- | (30 dias x
grupos) padréo padréo 120 dias)

G1 - 4 1596% +11,98% 4 17,82% + 3,19% 0,718

o G2 - 8 17,06% +4,82% 8 2511%+1548% 0,237

Area %Sie"’.‘tforgpada N0 &3 - 8 18,21%+497% 8 1859%+9,01% 0,919

efeito (%) G4 ; 8 1333%+7,03% 8 12,06%+964% 0,795

G5 - 8 10,60% +2,17% 8 13,28% + 7,55% 0,420

P-valor? (Entre os grupos) 0,117 0,121

1-Teste t de Student para amostras pareadas; 2 — ANOVA,; 3 Pos-Hoc pelo teste de Tukey (letra iguais ndo diferem
estatisticamente); * Estatisticamente significativa.

Comparacéo entre métodos de avaliacio

A tabela 6 compara os resultados do percentual da area 0ssea formada da maceracao
com o histomorfomeétrico e pode-se notar que a variabilidade (desvio-padrdo) da maceracéo foi
maior que o histomorfométrico, mas comparando as médias percentuais, apenas no momento
30 dias houve diferengas com significancia estatistica nos grupos 2 (p=0,010) e 5 (p=0,011) nos
demais grupos ndo apresentou diferengas e no momento 120 dias ndo houve diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05).
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Tabela 6 — Distribuicdo dos valores médios de desvio-padrdo das mensurac@es % area dssea
formada de cada grupo e em cada momento comparando a maceracdo com o
histomorfométrico

Maceracéo Histomorfométrico P-valor!
Variavel Grupo | Momento N Média + I?esvio- N Média + I?esvio- )((I\/IHailgteorl?ng;ro_
padréo padréao fométrico)
Gl 4 33,40% * 20,19% 4 15,96% + 11,98% 0,342
G2 8 28,60% = 10,41% 8 17,06% £ 4,82% 0,010*
G3 30 dias 8 22,79% = 19,19% 8 18,21% £ 4,97% 0,499
G4 8 19,19% £ 13,05% 8 13,33% £ 7,03% 0,148
Area dssea G5 8 19,53% £ 6,79% 8 10,60% £ 2,17% 0,011*
formada (%) Gl 4 37,09% * 29,40% 4 17,82% £ 3,19% 0,316
G2 8 43,96% + 31,39% 8 25,11% = 15,48% 0,195
G3 120 dias 8 20,09% = 17,79% 8 18,59% £ 9,01% 0,803
G4 8 21,64% + 24,28% 8 12,06% £ 9,64% 0,322
G5 8 18,21% + 5,44% 8 13,28% £ 7,55% 0,276

1-Teste t de Student para amostras pareadas; * Estatisticamente significativa.

Discussao

Embora os defeitos criticos em calvaria de ratos estejam entre os mais comuns modelos
pré-clinicos utilizados, ainda h& controvérsia acerca do didametro de defeito que pode ser
considerado critico. Diferentes tamanhos de defeito tém sido reportados na literatura como
criticos, sendo os defeitos de 5mm e de 8mm os mais comuns (Aalami et al., 2004; Tanuma et
al., 2012; Vajgel et al., 2014; Chen et al., 2017; de Freitas-Silva et al., 2017; Escoda-Francoli
etal., 2018).

A porcentagem de fechamento em defeitos criticos apresenta grande variabilidade na
literatura, até quando se trata de defeitos com a mesma dimensdo. Vajgel et al. (2014) em sua
revisdo sistematica reportaram as seguintes proporcdes de fechamento com 30 dias de
avaliacdo: 5mm (2-35%); 6mm (10-74,10%); 9mm (4,93-30%). Outro estudo apresentou
fechamentos variando de 28,10% a 32,30% em defeitos de 5mm (Escoda-Francoli et al., 2018).
Aalami et al. (2004) reportaram que defeitos de 3mm, 4mm e 5mm fecharam menos que 5%.
Apesar da variabilidade, os dados obtidos na presente pesquisa estdo dentro da faixa de
resultados disponiveis na literatura. Como nédo houve diferencas estatisticamente significativas
entre os diferentes tamanhos investigados neste estudo, qualquer das dimensbes pode ser

considerada como defeito critico, pois nenhum defeito apresentou fechamento completo.

Outros fatores além do tamanho do defeito podem influenciar na quantidade de 0sso
formada; como raga, idade, localizacdo anatdmica do defeito (Bosch et al. 1996, 1998), trauma
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cirrgico, técnica usada para criar o defeito (Cooper et al. 2010), métodos de avaliacéo e
periodos de observacgdo (Bosch et al. 1998).

A idade do animal afeta significativamente a reparacdo 6ssea (Donos, Dereka, Mardas,
2015), de modo que ratos mais jovens ndo devem ser usados como modelos experimentais
devido ao seu potencial de reparo espontaneo em grandes defeitos 6sseos (Bosch et al. 1998;
Nyan et al. 2009). Pesquisas demonstraram que tanto a dura mater quanto osteoblastos da
calvéria derivados de ratos de 6 dias de idade tém potencial osteogénico maior que o observado
in vitro nas células derivadas de ratos com 60 dias de idade (Greenwald et al., 2000; Cowan,
Quarto, Warren, Salim, Longaker, 2003). Em outros estudos, também foram constatadas
evidéncias radiogréaficas de ossificagdo mais elevada em animais jovens do que animais adultos,
com diferencas estatisticamente significativas (Aalami et al., 2004). Diante de tais informacdes,

foi feita a escolha de animais adultos para o presente estudo (3-4 meses).

Em relagdo a localizagdo anatdmica, tem sido sugerido que o reparo 6sseo pode ser
melhorado quando ha envolvimento da sutura sagital, pois 0 coagulo sanguineo do seio sagital
poderia modificar a resposta priméaria de reparo 6sseo (Bosch et al., 1996). No entanto,
comparando a porcentagem média de neoformacao 6ssea entre defeitos centrais e bilaterais com
5mm de didmetro e acompanhamento de 1 e 3 meses, Vajgel et al (2014) em metanalise ndo
encontraram diferenga. Tal fato reforca o achado do presente estudo, que ndo apresentou
diferenga estatisticamente significativa entre defeitos de 6mm de didmetro realizados
lateralmente a sutura sagital ou no centro dos 0ssos parietais, envolvendo a sutura sagital,
embora os defeitos centrais tenham mostrado uma reparagdo 0ssea um pouco Menor que 0S

laterais.

A técnica cirdrgica e questdes relacionadas ao operador também podem influenciar no
padrdo de reparagdo. Por exemplo, algum grau de necrose 0ssea pode ser observada nas
margens do defeito se adequada irrigacéo ndo for empregada, prejudicando o reparo espontaneo
da area lesada (Sawyer et al., 2009) ou quando a dura mater ¢ atingida pela trefina durante a
confecgéo do defeito (Greenwald et al., 2000). Contrariando esses achados, Cooper et al. (2010)
ndo observaram diferencas no reparo 6sseo quando a dura méter foi intencionalmente lesionada.
O presente estudo observou rigorosamente essas duas questdes, com intuito de proporcionar

uma avaliacdo mais fidedigna.
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Maiores formagdes 6sseas em defeitos controle podem ser explicadas pelo uso de tela
de titanio sobre o defeito, prevenindo o colapso de tecidos moles, que podem comprometer a
formacéo Ossea (Liu et al., 2016). Alguns estudos, que utilizaram tela de titanio, reportaram
fechamento de 33-38% em defeitos de 8mm apds 4 semanas (Stancoven et al., 2013; Pelaez et
al., 2014); enquanto que defeitos do mesmo tamanho que foram deixados vazios apresentaram
neoformacéo dssea limitada em intervalos de 4 e 8 semanas variando de 1 a 18% (Ahn et al.
2003, Pang et al. 2005, Jung et al. 2006, Lee et al. 2010). As telas também apresentam como

vantagem auxiliar na demarcacéo do defeito original, facilitando as analises posteriores.

Avaliagdo da reparacdo 6ssea em calvaria de ratos pode ser realizada por diferentes
métodos, incluindo avalia¢des histolégicas e histomorfométricas (Escoda-Rancoli et al., 2018;
Susin et al., 2018), macerac¢do (Mardas et al. 2002; Donos et al. 2004, 2011;), microtomografia
computadorizada (Okata et al., 2015; Al-Hezaimi et al., 2016) e técnicas radiograficas (Aalami
et al., 2004; Pelaez et al., 2014).

Analise histologica é a técnica mais comumente utilizada para avaliar quantitativamente
e qualitativamente a neoformacdo Ossea em modelos de calota craniana de ratos, sendo
considerada o padrdo-ouro (Vajgel et al., 2014). Entretanto, apresenta como desvantagens ser
um método destrutivo e que consome mais tempo (Shanbhag et al., 2016) e ndo tem capacidade
de mensurar com acurdcia as mudangas volumétricas de toda a amostra, devido a suas
caracteristicas bidimensionais (Li et al., 2010). Quando se objetiva analisar a microarquitetura
tridimensional 6ssea é preferivel complementar com outros métodos mais acurados, como
estereometria (Gundersen et al., 1988) ou microtomografia computadorizada (Okata et al.,
2015; Al-Hezaimi et al., 2016).

Embora o método da maceracdo permita avaliacdo volumétrica com estereoscépio, esse
estudo apresentou uma avaliagdo visual das pecas maceradas, atraves de fotos, o que permitiu
apenas observar o fechamento do defeito, mas ndo a espessura desse fechamento. Mesmo
pequenas peliculas dsseas fechando o defeito ja era considerado fechamento 0sseo, isso pode
ter influenciado nas diferencas de porcentagem de fechamento entre as técnicas da maceragéo
e de histomorfometria, muito embora essas diferencas s6 tenham apresentado significancia
estatistica entre dois grupos no periodo de 30 dias. A maceragdo se mostra uma técnica simples

e facil de ser realizada.
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Anadlises radiograficas apresentam algumas vantagens, como o baixo custo e rapidez na
realizacdo, porém o nivel de acuracia para identificar mudancas na mineralizacdo em defeitos
em calvéria de ratos que tem sido reportado é baixo (Pryor, Susin, Wikesjo, 2006; Lima,
Calixto, Anbinder, 2011). Logo, analises radiograficas convencionais ndo devem ser utilizadas
como unico método de avaliacdo (Lima et al., 2011), ndo tendo sido, portanto, empregadas no
presente estudo.

Em relacdo aos periodos de avaliacdo, a maior proporcdo de formagéo dssea total parece
ter lugar com 4 semanas, diminuindo paulatinamente e cessando em 8 meses (Honma et al.,
2008). Intervalos de observacdo de até 12 semanas podem ser usados para avaliar formacéo
Ossea (2 e 4 semanas) e para analisar maturagdo Ossea e biodegradacdo dos biomateriais

investigados (8 e 12 semanas) (Susin et al., 2018).

E importante observar que alguns estudos n&o apresentaram diferencas na porcentagem
de neoformacéo 6ssea entre 1 e 2 meses de avaliacdo (Lyons et al., 2010; Stephan et al., 2010),
bem como o presente estudo ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas nos dois

periodos de observacao adotados (1 e 4 meses).

A principal vantagem de trabalhar com defeitos criticos menores — como o defeito de
5mm — € que ele possibilita que tanto o sitio controle quanto o sitio experimental sejam
realizados no mesmo animal, de forma padronizada, diminuindo vieses causados pela
variabilidade entre diferentes animais, reduzindo a possibilidade de injdria ao seio sagital, que
pode causar hemorragia (Bosch et al, 1998) e complica¢des neuroldgicas, além de permitir a
reducdo do numero de animais pesquisados (Vajgel et al., 2014). Por outro lado, quando
biomateriais e medicacdes sdo aplicados nos defeitos bilaterais em associacdo com carreadores
de baixa viscosidade, como géis ou liquidos, o defeito controle pode ser contaminado devido a
proximidade entre os defeitos; conforme reportado por Escoda-Francoli et al. (2018). O
presente estudo mostrou que é possivel até a realizacdo de dois defeitos de 6mm na calota
craniana de ratos, sem envolver a sutura sagital, entretanto devido a ndo haver diferenga
estatisticamente significativa entre os dois tamanhos de defeito, é preferivel utilizar defeitos de
5mm, haja vista a vasta literatura usando esse tamanho, que permite a comparacdo dos
resultados e para cumprir o item “refinamento” dos 3Rs. Defeitos maiores — como 9mm — so
possibilitam a criacdo de um defeito Unico em calota craniana de ratos adultos, usualmente no
centro entre os dois 0ssos parietais, envolvendo a sutura sagital. Deve-se avaliar 0s objetivos

do estudo e sempre que possivel empregar o0s defeitos menores e bilaterais.
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Os achados do presente estudo permitem concluir que defeitos de 4mm, 5mm, 6mm e
9mm em calvéria de ratos podem ser considerados criticos, pois ndo apresentaram fechamento
completo. A localizacdo do defeito, se lateral ou central, ndo influenciou no reparo 0sseo.
Periodos de avaliacdo de 1 més sdo suficientes para avaliar o fechamento do defeito. Os
métodos da maceracdo e histomorfométrico ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, no

periodo de observacao de 120 dias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Procurando preencher a lacuna da falta de padronizacéao na literatura quanto ao tamanho
ideal de defeito critico em calota craniana de ratos a presente pesquisa foi planejada e
desenvolvida. Conclui-se, no presente estudo que defeitos de 4mm, 5mm, 6mm e 9mm em
calvaria de ratos podem ser considerados criticos, pois ndo apresentaram fechamento completo.
A localizacdo do defeito, se lateral ou central, ndo influenciou no reparo 6sseo. Periodos de
avaliacdo de 1 més sdo suficientes para avaliar o fechamento do defeito. Os métodos da
macerac¢do e histomorfométrico ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, no periodo de

observacao de 120 dias.

Os modelos pré-clinicos futuros devem ser padronizados e levar em consideracdo
fatores além do tamanho do defeito (raca, idade, métodos de avaliagdo, etc), sempre seguindo
o principio dos 3Rs, devem também prover informacao suficiente acerca de seus experimentos,
de preferéncia seguindo as diretrizes internacionais, por exemplo o ARRIVE — Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments, de forma que se possa comparar os resultados de

diversos estudos realizados nesse campo.
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