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Resumo: O defeito de tamanho critico pode estar presente em multiplos protocolos experimentais
cirtrgicos in vivo, sendo usado para caracterizagdo bioldgica de biomateriais aplicaveis ao reparo
0sseo. Diferentes espécies animais como camundongos, ratos, coelhos e caes tém sido usadas, bem
como uma ampla gama de didmetros que dependem da espécie animal e do local do defeito. O
objetivo desse trabalho foi descrever o procedimento experimental de indug¢do do defeito de
tamanho critico em cranios de ratos como modelo de estudo da osteocondutividade de biomateriais.
De acordo com as normalizac¢des vigentes, foram usados como tempos cirurgicos 1 més e 3 meses
apos enxerto de diferentes materiais-teste derivados de subprodutos da industria avicola (compostos
por colageno, queratina e apatita) para comparagdo com seus controles: 0sso autdgeno, positivo e
coagulo sanguineo, negativo. A andlise histopatologica permite avaliacdo intergrupos dos
fendmenos de inflamagdo, reparo e biodegradagdo, bem como a quantificacdo de area de tecido
6sseo neoformado. A alta reprodutibilidade torna este modelo experimental adequado para testes in
vivo de novos biomateriais xenégenos com potencial osteocondutor.

Palavras-Chave: Experimentacio Animal. Teste de Materiais. Regeneracio Ossea. Engenharia
Tecidual.

INTRODUCAO

A incidéncia mundial de distarbios dsseos tem crescido exponencialmente, em especial
associada a traumatismos e ao envelhecimento populacional (CASTRO-SILVA; ZAMBUZZI,
GRANIJEIRO, 2009). Técnicas para substituir, restaurar ou regenerar ossos usando a enxertia de
biomateriais tornam-se uma necessidade clinica nos campos de cirurgia ortopédica e cranio-maxilo-
facial (GONCALVES et al., 2009).

Biomaterial ¢ uma substancia ou uma mistura de substancias, de origem natural ou sintética,
utilizada em contato com um sistema biolégico com o objetivo de promover o reparo ou
substituicdo de defeitos estruturais de 6rgaos ou tecidos lesados, permitindo auxiliar nas atividades
fisiologicas dos mesmos (SAKAGUCHI; POWERS, 2012). A osteocondutividade ¢ caracteristica
essencial para aplicagdo de biomateriais aplicaveis a regeneragdo de tecidos mineralizados.
Entende-se por osteocondugdo o crescimento de osso na superficie do material de enxerto, que ¢
precedido por infiltracdo do enxerto por tecido fibrovascular (TANG et al., 2016).

Define-se como Defeito de Tamanho Critico (Critical Size Defect ou CSD) o menor

tamanho de ferida intrabssea em um osso particular ou espécie animal que nao cicatrizara



espontaneamente durante o tempo de vida do animal (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). Defeitos de
8 mm de didmetro criados em calvéria de ratos velhos na regido interparietal do cranio ndo
regeneraram espontaneamente em 12 semanas, sendo observada uma formacao dssea inferior a 50%
do defeito, por técnicas radiograficas e histopatologicas (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986, SILVA
et al., 2009). O modelo de defeito 6sseo de tamanho critico permite a caracterizagdo bioldgica in
vivo, sendo recomendével para avaliar o potencial osteocondutor de biomateriais para regeneracao
ossea (BITTENCOURT et al., 2014; SILVA et al., 2009). Tal defeito ¢ preenchido com algum
possivel promotor de crescimento dsseo ou deixado sem tratamento (controle), sendo a resposta
biologica frente ao material avaliada em diferentes tempos experimentais (BITTENCOURT et al.,
2014; SILVA et al., 2009).

O objetivo desse trabalho foi descrever o modelo experimental de defeito de tamanho critico
induzido em cranios de ratos, como parte de pesquisa corrente visando a analise histopatoldgica do

potencial osteocondutor de biomateriais xendgenos derivados da industria avicola.

METODOLOGIA

Este trabalho original integra uma dissertacdo em Biotecnologia da Universidade Federal do
Ceara (UFC), Campus de Sobral, intitulada “Caracterizagdo da osteocondutividade de hidrogéis
compostos de colageno, nanoqueratina e bioapatita derivados da industria avicola”, com previsao de
defesa em fevereiro de 2019, e teve aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFC
(protocolo n. 04/2017).

O modelo experimental foi constituido por Rattus norvegicus albinus da linhagem Wistar,
machos e adultos jovens (com 8 semanas de idade e peso entre 200 e 220 g). Os animais foram
anestesiados por aplicacdo intraperitoneal de 100 mg/kg de ketamina e 12 mg/kg de xilazina, com
duracdo de efeito entre 30 e 40 minutos. A regido frontoparietal dos animais foi tricotomizada
mecanicamente e degermada com clorexidina alcodlica 0,5%. Em cada espécime, foi realizada uma
incisdo semilunar, seguida de retalho total com o auxilio de descolador do tipo Molt e cinzel de
Ochsenbein n. 1, expondo a cortical 0ssea da regido interparietal do cranio. Com uma broca trefina
cirtirgica de 8 mm de didmetro acoplada a um contra angulo redutor com rotagao de 1:16 e irrigacao
externa abundante, foi realizada uma craniotomia bicortical, expondo a dura-mater sem lesdo da
mesma ou do encéfalo. O fragmento osteotomizado foi retirado delicadamente e efetuado o
preenchimento do defeito com o material-teste cobrindo totalmente a area do defeito. Todos os
materiais-teste foram produzidos através de subprodutos da industria avicola (pele, penas e 0sso0s),
bem como caracterizados previamente através de analises fisico-quimicas pela EMBRAPA-CNPAT

(Fortaleza, CE, Brasil). Quatro grupos de hidrogéis foram habilitados para teste, com distintas



concentracoes: Grupo 1 (100% de colageno avicola), Grupo 2 (90% coladgeno e 10% apatita), Grupo
3 (90% de colageno e 10% de queratina) e Grupo 4 (90% de coldgeno, 5% de queratina e 5% de
apatita). Como controle positivo, foi usado o osso autdégeno fragmentado proveniente da calvaria,
enquanto que o controle negativo constou do proprio codgulo sanguineo (sem enxertia). Foram
operados 5 animais por condi¢ao experimental (grupo/tempo), perfazendo um total de 60 animais
utilizados neste estudo. Em seguida, cada retalho foi reposicionado e suturado com fio de nylon 4.0.

As etapas do procedimento cirirgico podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1 — Teste ortopico de biomaterial com potencial osteocondutor em CSD de ratos. A-Amostra de
hidrogel liofilizado. B- Tricotomia. C- Incisdo. D- Retalho total. E- Trepanacdo com broca trefina. F-
Delimitacdo do CSD. G- Remocgao da tabua 6ssea. H- Enxerto de hidrogel. I- Sutura. J- Controle positivo:
osso autdgeno. K- Controle negativo: coagulo sanguineo. L-Acompanhamento pos-cirargico de 1 semana.
Fonte: propria

Os animais foram eutanasiados por overdose anestésica através de aplicagdo intraperitoneal
usando 5 vezes a dose normal, nos tempos experimentais de 1 més e 3 meses apos as cirurgias para
acompanhar os efeitos sobre a regeneracdo Ossea in situ. Constatada a morte do animal, foi
realizada a necropsia excisional, contendo a 4rea do defeito e uma margem de seguranga de 5 mm,
utilizando um micromotor odontolégico com disco de Carborundum.

Cada amostra seguiu para processamento histoldgico, permitindo inicialmente avaliagdes
descritivas dos processos gerais de inflamacdo, reparo e persisténcia do enxerto nas diferentes
condi¢des experimentais. Avaliagdes quantitativas ou histomorfométricas por meio do software
Image ProPlus 6.0 (Media Cybernetics, MD, EUA) estdo em curso, onde sera possivel contabilizar
a area de tecido 6sseo neoformado e comparagdes estatisticas intergrupos por ANOVA em intervalo

de confianga de 95% (SOUSA et al., 2013).



RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

O padrao de preenchimento do CSD nos grupos experimentais € controles demonstrados na

Figura 2 confirma a validade desse modelo in vivo para teste de materiais osteocondutores.
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Figura 2 — Imagens representativas da extensdo do CSD em corte coronal sem enxertia (A) e com enxertia
de hidrogel contendo apatita no centro do CSD e calibragdo para a etapa de quantificacdo da presenca de

osso neoformado, tecido conjuntivo e biomaterial (B). Fonte: propria.

Diferentes modelos animais de CSD como camundongos (COWAN, et al. 2004), ratos
(SCHLIEPHAKE, et al. 2004), coelhos e caes (SATO; URIST, 1985) tém sido usados. Em ratos,
um defeito 6sseo em calvaria ¢ de profundidade completa e tipicamente introduzido na linha média
interparietal com uma broca trefina. Uma gama de diametros ja foi relatada, incluindo 3, 4, 5, 6, 7, 8
e até¢ de 9 mm (ARNAUD, 2000; LOMELINO et al., 2012); embora 8§ mm seja a dimensao mais
comum e segura segundo a literatura para se alcangar o defeito 6sseo desejavel, uma vez que a
regeneragao ¢ dependente do tamanho da ferida (BITTENCOURT et al., 2014; SILVA et al., 2009;
SCHMITZ; HOLLINGER, 1982).

As normalizagdes internacionais 10993-1 e 10993-6 sugerem avaliagdes temporais em ratos
com duracdo de contato prolongada (até 30 dias) a permanente (entre 1 e 12 meses, em média 3
meses ou um sexto da sua expectativa de vida) apds enxerto do material-teste. (INTERNATIONAL

ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2007; BITTENCOURT et al., 2014).



Uma variedade de técnicas analiticas tem sido usada para quantificar o crescimento dsseo,
apos a cirurgia, dentro do defeito. Mais comumente, essas investigagdes envolvem analises
histologicas ou radiograficas de espécimes extirpados. A analise descritiva, comparativa da resposta
biologica intergrupos, pode ser baseada na presenca de tecido conjuntivo, vasos sanguineos, tecido
6sseo neoformado, tecido dsseo antigo, biomaterial enxertado e outras estruturas que nao se
enquadrarem nessas defini¢des (PAULO et al., 2011). J4 a andlise histomorfométrica do osso da
calvaria envolve tipicamente a determinacdo da fragdo do defeito que foi coberto por osso novo.
Esse valor da Area Fracional Ossea ¢ determinado apés o sacrificio ¢ é usado como uma indicagio
quantitativa do crescimento 6sseo neste modelo pela avaliacdo das secc¢des histologicas de calvaria,
validando assim o potencial osteocondutor do material enxertado, se existente (COWAN et al.,

2004).

CONSIDERACOES FINAIS

A alta reprodutibilidade do defeito de tamanho critico em ratos torna este modelo
experimental adequado para testes in vivo de novos biomateriais xendgenos com potencial

osteocondutor.
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