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RESUMO
A utilização de técnicas histológicas que preservem a natureza calcificada dos ossos permite uma diferenciação clara entre os tecidos que participam na evolução da osteointegração e da hidroxiapatita sintética (HAP-91). Com o objetivo de avaliar esta osteointegração, utilizou-se microscopia eletrônica de varredura com elétrons retroespalhados e posterior estudo das imagens pelo “Analisador de Imagem Quantikov”, em amostras provenientes de 14 cães adultos, machos e fêmeas, clinicamente sadios, sem raça definida, pesando em média 12,5 kg, previamente operados. A cirurgia constou da retirada de um fragmento ósseo retangular de 1,0 x 0,6 cm de ambas as diáfises proximais das tíbias. Na tíbia direita, o defeito foi imediatamente preenchido pela HAP-91 e, na tíbia esquerda, o defeito ósseo não recebeu tratamento, sendo, portanto, utilizado como controle. Os animais, dois de cada vez, foram sacrificados aos 8, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias após a cirurgia. As amostras foram coletadas por secção transversal exatamente sobre o defeito ósseo, e então fixadas em formol a 10%, desidratadas em banhos crescentes de GMA e de Technovit 7200. Em seguida foram incluídas, polimerizadas, polidas, recobertas por carbono e examinadas em um microscópio eletrônico de varredura provido de um detetor de elétrons retroespalhados. As imagens foram fotografadas e analisadas em um computador contendo o programa Analisador de Imagem Quantikov. Os resultados obtidos revelaram uma evolução normal da consolidação óssea, sendo que nos animais implantados com a HAP-91, a consolidação óssea foi mais acelerada; portanto, a presença da HAP-91 integrada a neoformação óssea justifica a sua indicação como substituto ósseo.

Palavras chave: Hidroxiapatita, cerâmica, novos materiais, análise de imagens.
INTRODUÇÃO

A microscopia eletrônica de varredura com elétrons retroespalhados (MER) é um método moderno e indicado para análise do neocrescimento ósseo, nos casos da reparação óssea (9). A técnica oferece alta resolução, fácil preparação e as imagens obtidas, independentes da espessura das amostras, acusam diferença entre tecido ósseo e não ósseo (4). A hidroxiapatita sintética apresenta-se com coloração branca, o tecido ósseo apresenta vários tons de cinza, de acordo com o tipo e maturidade (2) e o tecido mole apresenta-se escuro (8). A escala de densidade intermediária entre a hidroxiapatita e o tecido conjuntivo permite a identificação do tecido calcificado (10). 


O uso do analisador de imagens Quantikov (11) foi importante porque este sistema fornece uma infinidade de meios para melhorar a qualidade da imagem e adequá-la à computação de parâmetros geométricos. O sistema Quantikov executa avaliações estatísticas dos dados computados e produz gráficos e tabelas para visualização e análise destes dados. Ele contém módulos para processamento digital de imagens (QtkIMPORT), processamento geométrico (Quantikov-MAIN), gráficos (QtkGRAF) e hiper-texto (QtkAjuda). O primeiro módulo executa funções para aquisição, intensificação, transformação e segmentação de imagens. Quantikov-MAIN é a essência do sistema Qt e contém características especiais para a avaliação de parâmetros microestruturais e geométricos. É um sistema destinado a detecção, processamento e análise de imagens digitais para o ambiente WindowsTM; combina as facilidades de uma ferramenta moderna, o método Saltykov, que considera os grãos e poros como esferas, o método Jensen & Gundersen (a.k.a. método da amostragem de pontos), que não considera a forma dos elementos, e o método Xpert para avaliação da interação média de elementos com contornos irregulares. No módulo do hiper-texto, o usuário inexperiente em técnicas de processamento digital de imagens encontra uma descrição de cada operação disponível. O módulo gráfico inclui ferramentas de visualização, que possibilitam realizar com facilidade a análise estatística. Ele transforma automaticamente em gráficos e tabelas os dados geométricos obtidos, tornando desnecessário realizar processamento externo adicional.


O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência da hidroxiapatita sintética (HAP-91) como substituto ósseo na correção de defeito na diáfise proximal tibial de cães, pela comparação da osteointegração dos membros implantados com a HAP-91 com a dos membros não implantados, completando o estudo com o “Quantikov,” para a analise estatística das fotos histológicas obtidas pela microscopia eletrônica de varredura com elétrons retroespalhados. É claro para D’Antonio et al. (6) o estímulo à formação óssea e a aceleração da consolidação, quando do uso clínico da hidroxiapatita, baseado na firme união óssea com o tecido hospedeiro. Entretanto Redondo et al. (12) citaram o efeito inibidor da osteoindução de autoenxerto, quando da associação com hidroxiapatita sintética.

MATERIAIS E MÉTODOS DE ANÁLISE


Para realizar o presente estudo, foram utilizados 14 cães adultos, entre dois e quatro anos de idade, sendo oito machos e seis fêmeas, sem raça definida, pesando em média 12,5 kg, provenientes do Serviço de Controle de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saúde de Belo Horizonte. 

Em todos os animais foi provocado um defeito ósseo na metáfise proximal das tíbias esquerda e direita, implantando-se o enxerto de HAP-91 apenas na tíbia direita, conforme procedimento descrito a seguir: após jejum alimentar e hídrico de doze horas, os membros posteriores foram devidamente preparados para a cirurgia e os animais anestesiados. A exposição da metáfise medial das tíbias, uma de cada vez, ocorreu através de incisão longitudinal da pele e tecido subcutâneo da região, evidenciando, desta maneira, a metáfise tibial. No terço proximal, foi retirado, de cada uma das metáfises, um fragmento ósseo retangular de aproximadamente 1,0 x 0,6 cm com o auxílio de um perfurador ortopédico manual e brocas de 1,5 mm. A lesão foi preenchida na tíbia direita com hidroxiapatita sintética (HAP-91). Na tíbia esquerda não houve tratamento. Os tecidos incisados foram suturados de maneira convencional (3). 


A hidroxiapatita sintética (HAP-91) utilizada neste experimento foi produzida segundo Andrade et al. (1) e para a sua utilização, no presente trabalho, foi acondicionada em frascos de vidro, em quantidades pré-determinadas, e colocada em autoclave a 120-130(C, sob 1,5 atmosferas de pressão, durante 30 minutos.


Foram sacrificados dois animais nos dias 8, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 do pós-operatório, dos quais foram obtidas, por secção transversal, amostras do sítio do defeito ósseo, com cerca de 1,0 cm  de extensão, que foram fixadas em formol a 10% por uma semana e processadas segundo a técnica de Donath (7). Uma vez desidratadas por banhos crescentes de GMA e Technovit 7.200, foram incluídas em Technovit 7.200. 


A polimerização foi concluída pela introdução das amostras no fotopolimerizador, sendo submetidas a luz branca durante duas horas e luz ultra violeta durante seis horas, para a polimerização. Em seguida foram colocadas, uma de cada vez, na polidora, utilizando-se papel de lixa cada vez mais fino, até alcançar o grau de polimento desejado. Todas as amostras foram recobertas com carbono, e fixadas em prata coloidal. A leitura foi feita em microscópio eletrônico de varredura, equipado com detetor de elétrons retroespalhados. Cada campo foi observado, utilizando-se em média 20 KV, 1 nA, distância de trabalho de 16 mm e contraste e brilho entre 40 e 50. As imagens de interesse foram fotografadas e digitalizadas, obtendo-se, fotos comparáveis entre si para posterior análise através do “Quantikov”.


A análise das imagens baseou-se nas medidas da área total selecionada e da fração desta área ocupada pela área escura. Determinou-se a porcentagem correspondente da área escura em relação a cada área total selecionada. Analisaram-se as imagens, obtidas da microscopia eletrônica de varredura com elétrons retroespalhados, das amostras retiradas dos animais sacrificados com 15, 45, 90 e 120 dias após a intervenção cirúrgica.

RESULTADOS E DISCUSSÃO


As imagens obtidas da microscopia eletrônica de varredura com elétrons retroespalhados permitiram distinguir a hidroxiapatita sintética e o tecido ósseo, através dos distintos graus de eletrodensidade, como descrito por Holmes et al. (8) ; Moy et al. (10) ; Skedros et al. (13) e Bloebaum et al. (2). 

As imagens do defeito ósseo, nas preparações de quinze dias, revelaram, na tíbia direita (na qual se fez o implante), áreas claras e áreas escuras. Na tíbia esquerda, o defeito ósseo foi expresso apenas por área escura. Isto se explica pela presença, na tíbia direita, da HAP-91 (tonalidade branca) e de tecido conjuntivo (tonalidade escura), o que é normal no processo de regeneração óssea, em sua fase inicial. Como não houve implante na tíbia esquerda, o local do defeito mostrou-se como área escura, em função da dispersão reduzida do tecido conjuntivo participante do processo de cicatrização, fato também apontado por Holmes et al. (8).

Comparando o crescimento da área escura do membro não implantado, de 15 para 45 dias (41,42%), com o do membro implantado, para o mesmo período (31%), pode-se ver claramente que o neocrescimento ósseo foi maior no membro não implantado, confirmando os dados obtidos por Redondo et al.(12) sobre o efeito inibidor inicial da hidroxiapatita. Já esta mesma comparação para o período entre 45 e 90 dias (16,33% no membro não implantado e 29,44% no membro implantado), nos mostra que o crescimento no membro onde houve o implante foi maior, revelando que a HAP-91 apresenta características de osteocondução. Quando se compara o crescimento da área escura de 90 para 120 dias (14,14% no membro não implantado e 1,34% no membro direito), observa-se que com 90 dias o tecido ósseo já atingiu seu limite de [image: image2.jpg]


crescimento, enquanto que o membro não implantado só virá alcançar o mesmo grau de crescimento aos 120 dias, confirmando Callan & Rohrer (5) que mencionam a característica osteocondutora da hidroxiapatita.
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da cirurgia. Setas: A – tecido ósseo, B – HAP-91, C - recorte referente à região estudada na análise estatística Quantikov e D – defeito ósseo.
Figura 2: Tíbia esquerda (sem HAP-91) de um animal sacrificado aos 15 dias

 da cirurgia. Setas: A – tecido ósseo, B – defeito ósseo e C - recorte referente à região estudada na análise estatística Quantikov.
Tabela I: Análise estatística Quantikov


15 d
15 e
45 d
45 e
90 d
90 e
120 d
120 e

área total mm2
5,763
6,35
4,120
3,479
3,410
3,410
0,631
2,667

área escura mm2
4,50
5,70
1,940
1,680
0,599
1,089
0,10235
0,475

% de área escura
78,00
89,70
47,00
48,28
17,56
31,95
16,22
17,81

CONCLUSÕES


Com base nos resultados estatísticos obtidos pelo Quantikov, as seguintes conclusões foram obtidas. Ao se comparar o tempo de preenchimento do defeito ósseo do membro implantado com o controle (não implantado), pode-se verificar que a HAP-91 apresenta um efeito inibidor inicial do neocrescimento ósseo, mas, após 45 dias, seu efeito é o de permitir rápida justaposição óssea e, consequentemente, rápida reparação. Assim, acredita-se que, pelo exame Quantikov, a implantação da HAP-91 foi importante para abreviar o processo de reparação óssea, mantendo a característica de condutividade citada na literatura (5) e fazendo com que ela seja indicada no tratamento de defeitos ósseos de cães.
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Synthetical hydroxyapatite in the of tibia of dogs 

(Canis familiares) – Statistical Analysis

Abstract

Histological techniques which preserve the calcified nature of bones makes a clear distinction possible between tissues belonging to the evolution of the bone ingrowth and synthetical hidroxyapatite (HAP-91). To evaluate this bone ingrowth, backscattered electron imaging has been used, followed by a study of the images through the “Quantikov Image Analyzer”, on samples taken from adult dogs. The surgery consisted of the  extraction of a 1.0 x 0.6cm rectangular bone fragment from both proximal femoral physeal of the tibiae. The defect on the right tibia was immediately filled up with HAP-91, while the one in the left tibia was used as control. The animals, two at a time, were sacrificed at 15, 45, 90 and 120 days from surgery. The samples were taken by transversal section just on top of the bone defect and then fixed and examined under a backscattered electrons imaging. Pictures of the images were analyzed in a computer equipped with the Quantikov Image Analyzer. The data obtained showed that  bone consolidation was accelerated in the bones implanted with HAP-91 as compared to the bones defect left without any treatment. The observations, therefore, support the  indication of HAP-91 integrated to bone neoformation as bone repair.

Key words: Synthetic hydroxyapatita, ceramics, new materials.

A





B





D





B





A





C








C








_1028629579.bin

