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A confeccdo de materiais que estimulem a regeneracdo dssea requer entender como
suas propriedades se relacionam com o 0sso neoformado. O objetivo deste trabalho consistiu
em avaliar como a fragmentacdo de biomateriais nanoestruturados afeta a arquitetura,
topologia e osteocondutividade do 0sso neoformado em um defeito ndo critico de tibia de
rato, no periodo de 21 dias apds a implantacdo. Os materiais estudados sdo constituidos por
microesferas de alginato contendo nanoparticulas de hidroxiapatita (HA), hidroxiapatita
carbonatada (CHA) e CHA dopada com estroncio (SrCHA). Foram utilizadas as técnicas de
SR-microCT e FIB-SEM para caracterizar a fragmentacdo das microesferas e 0 0sso
neoformado. Os resultados da HA e CHA demonstraram que a capacidade dos biomateriais
estimularem a formac&o dssea foi fortemente impactada por como a fragmentacgéo das esferas
se deu nestas amostras, onde a forma, volume e superficie de fragmentos ndo fomentaram o
crescimento 6sseo. Na SrCHA, a fragmentacao das esferas resultou em particulas pequenas
(< 50 um), que foram incorporadas as trabéculas neoformadas, e houve uma integracao
completa de fragmentos de material e matriz éssea, com atividade celular na interface entre
eles. A arquitetura trabecular (abundancia e distribui¢des angulares dos nodos 3N, 4N e 5N)
manteve o principio da tensegridade, como na literatura, porém com diferenca na planaridade
dos nodos 3N, indicando o potencial deste sistema para 0 melhor entendimento da
organizacao hierarquica do osso como um todo. A metodologia de anélise por esqueletizacéo
desenvolvida pode ser aplicada a sistemas similares, bem como de quaisquer amostras cujas
estruturas podem ser aproximadas a de uma rede constituida por nodos e segmentos.
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The fabrication of materials that promote bone regeneration requires understanding
how their properties relate to the newly formed bone. The objective of this study was to assess
how the fragmentation of nanostructured biomaterials affects the architecture, topology, and
osteoconductivity of newly formed bone in a non-critical defect in rat tibia over a period of
21 days post-implantation. The studied materials consist of alginate microspheres containing
hydroxyapatite (HA), carbonate hydroxyapatite (CHA), and strontium-doped CHA (SrCHA)
nanoparticles. SR-microCT and FIB-SEM techniques were used to characterize the
fragmentation of microspheres and newly formed bone. Results for HA and CHA showed
that the ability of biomaterials to stimulate bone formation was strongly influenced by how
sphere fragmentation occurred in these samples, where the shape, volume, and surface of
fragments did not support bone growth. In STCHA, sphere fragmentation resulted in small
particles (<50 um), which were incorporated into the newly formed trabecular network,
leading to complete integration of material fragments and bone matrix, with cellular activity
at the interface between them. Trabecular architecture (abundance and angular distributions
of 3N, 4N, and 5N nodes) maintained the principle of tensegrity, as reported in the literature,
but with differences in the planarity of 3N nodes, indicating the potential of this system for
a better understanding of the hierarchical organization of bone. The developed
skeletonization analysis methodology can be applied to similar systems and any samples
whose structures can be approximated to a network consisting of nodes and segments.
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1. Introducao

O osso € um material extremamente dindmico e complexo, presente em todos 0s
vertebrados. Responsavel tanto pela protecdo dos 6rgdos como sustentacdo de musculos,
também consiste em um rico reservatério de minerais fundamentais para o bom
funcionamento do organismo, principalmente o calcio e o fésforo. O osso é composto por
uma parte organica — basicamente colageno —, e uma parte inorganica, composta
predominantemente por cristais de hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH)2] (LEFEBVRE et al.,
2010; ROSS e PAWLINA, 2016; REZNIKOQV et al., 2014).

Dada sua grande importancia para a manutengdo do organismo, em caso de leséo
Ossea é imprescindivel que sua recuperacdo seja dada o mais rapido possivel. Nesse sentido,
se faz de suma importancia o estudo de materiais capazes de estimular o0 processo de
regeneracdo dssea enquanto mantém as propriedades mecanicas e estruturais do 0sso recém-
formado durante o processo de regeneracdo. Este € um campo da ciéncia de materiais que
vem crescendo nas Ultimas décadas (ZHOU et al., 2021). Dentre os diferentes tipos de
materiais, 0s materiais nanoestruturados compostos de hidroxiapatita carbonatada e o
polimero alginato se destacam (TAN et al., 2013; SHEIKH et al., 2015; Y1 et al., 2016).
Existem vantagens no uso destes biomateriais, dentre as quais se destacam sua alta
biocompatibilidade, porosidade, biodegradacdo e capacidade de reproduzir a estrutura e
composicdo do 0sso na escala nanométrica (WANG et al., 2014, LYONS et al., 2020).

A concepcdo de um biomaterial eficiente passa pela consideracdo de diversas
varidveis, como sua cristalinidade, forma, composi¢cdo quimica, capacidade de
osteoconducéo, bioatividade e fragmentacéo in vivo (HUTMACHER et al., 2007; HENKEL
etal., 2013). A fragmentacdo do biomaterial nanoestruturado esta associada a capacidade de
dispersdo e degradacdo de suas partes durante o reparo 0sseo, enquanto 0 0SSO NOVO Cresce e
toma seu lugar. Apesar do uso de uma grande quantidade de biomateriais degradaveis em
pesquisas nas areas de biomedicina e bioengenharia, ndo ha até o0 momento informacao do
impacto que a fragmentacao do biomaterial tem na arquitetura do osso neoformado (WEI et
al., 2020).



A microtomografia computadorizada por luz sincrotron (SR-microCT) representa o
estado da arte em imageamento por raios X. Contando com um intenso feixe e alta resolugéo
em energia, a técnica permite a reconstrucdo digital de amostras com tamanhos de pixel da
ordem de um micrémetro ou menor (PAIVA et al., 2022), sendo, portanto, ferramenta
amplamente empregada na caracterizacdo de amostras 0sseas contendo biomateriais
(FERNANDEZ et al., 2019). Contudo, o estudo de biomateriais nanoestruturados requer,
também, a investigacdo na escala nanométrica, 0 que é possibilitado por técnicas de
imageamento como a microscopia eletronica de varredura por feixe de ions focalizado (FIB-
SEM, Ll etal., 2018), permitindo analisar a interface entre o biomaterial e 0 0sso neoformado

com imagens de pixel da ordem de nanémetros.
Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o efeito da fragmentacdo de
biomateriais nanoestruturados na arquitetura do 0sso trabecular, em formacdo, durante um
processo de reparo 0sseo. Os materiais estudados sdo constituidos por microesferas de
alginato contendo nanoparticulas de hidroxiapatita (HA), hidroxiapatita dopada com ions
carbonato (CHA) e a CHA dopada com estroncio (SrCHA). As microesferas foram
implantadas em um defeito ndo critico de tibia, e analisadas 21 dias ap6s a implantacéo por
técnicas de imageamento que permitem analisar as estruturas ésseas formadas na escala

micromeétrica (SR-microCT) e nanométrica (FIB-SEM).

Os objetivos especificos do trabalho estéo listados a seguir:

e Desenvolvimento de uma metodologia de segmentacdo usando o0 novo

software do CNPEM — Annotat3D em amostras 6sseas.

e Caracterizacdo da fragmentacdo do biomaterial apds a implantacdo quanto a
distribuicdo do volume e didmetro equivalente dos fragmentos do biomaterial,

bem como o volume relativo ocupado na regido do defeito.

e Caracterizacdo morfométrica do osso neoformado, com a analise de
parametros caracteristicos (espessura trabecular, volume relativo ocupado no

defeito, e comprimento das trabéculas).



e Avaliar a influéncia do biomaterial na arquitetura do osso trabecular formado
na regido do defeito, através da esqueletizacdo da amostra contendo STrCHA
para a quantificacdo da distribuicéo dos angulos entre trabéculas e dos nédulos
3N, 4N, 5N.

e Estudo da interface entre 0sso e biomaterial na nano escala da amostra de
SrCHA, através da segmentacgdo das fases das imagens adquiridas por FIB-
SEM (0sso novo, célula, biomaterial), quantificando as fracdes de 0sso novo

e biomaterial ocupado nos volumes analisados.



2. Revisao Bibliografica

Fosfatos de célcio tém sido estudados e utilizados na confeccéo de biomateriais para
a regeneracdo 0ssea ha mais de 80 anos, especialmente a hidroxiapatita, geralmente na forma
ceramica, de estrutura cristalina (CARMO et al., 2017). Apesar de constituirem materiais
bioativos e osteocondutores, sua capacidade de fragmentacdo no organismo é baixa,
limitando a regeneracdo 0ssea. Neste sentido, o desenvolvimento de biomateriais a base de
fosfatos de calcio, mas com maior capacidade de biodegradacéo, se faz necessario. Assim,
trabalhos tém sido realizados ao longo das Gltimas décadas no sentido de estudar biomateriais
feitos a partir de mistura de fosfatos de célcio ao alginato, um biopolimero altamente soltvel
no organismo (CALASANS-MAIA, et al., 2015, MACHADO et al., 2016, CARMO et al.,

2017), tais quais sdo os utilizados neste trabalho.

(CALASANS-MAIA et al., 2015) investigaram as respostas biologicas tanto in vitro
guanto in vivo de biomateriais compostos por microesferas do polimero alginato contendo
hidroxiapatita carbonatada (CHA) nanoestruturada, usando como base de comparagdo um
biomaterial a base de hidroxiapatita sinterizada (HA), analisados em tempos experimentais
de 7, 21 e 42 dias ap6s implantacdo. As andlises histomorfométricas indicaram maior
formacéo 6ssea nas amostras de CHA, nos tempos de 21 e 42 dias, bem como maior absorcao,
quando comparado a HA. Verificaram também a osteocondutividade da CHA, e um aumento
dos niveis de proteinas associadas a reabsorcdo, indicando que a CHA de fato sofreu

biossor¢cdo mais rapidamente que a HA.

A utilizacdo de fosfatos de calcio como agentes de entrega de medicamentos é vasta,
e muito bem documentada (Uskokovic e Uskokovic, 2010, LARA-OCHOA et al., 2021),
especialmente nas formas de HA ceramica. A capacidade de atuacdo das microesferas de
CHA desenvolvidas pelo grupo de pesquisa como dispositivos biomiméticos de entrega
controlada de medicamentos foi avaliada por (CALASANS-MAIA et al., 2019), que
observaram ndo sO o carater antibactericida do biomaterial carregado com minociclina
exposto a bactéria Enterococcus faecalis durante o reparo 6sseo de alvéolos dentarios em

ratos, mas também a citocompatibilidade e osteoconducgdo do biomaterial neste sistema.



A estrutura da hidroxiapatita compreende uma variedade de substitui¢des, que visam
otimizar as propriedades do biomaterial resultante relativas a regeneracdo dssea, como a
capacidade de fragmentacdo das microesferas e a osteoconducdo. Dentre elas estdo as
substituicdes catidnicas por metais, como o Sr (VALIENSE et al., 2015, KAMMER et al.,
2016, CARMO et al., 2017).

O comportamento tanto in vivo quanto in vitro do biomaterial composto pelo alginato
nanoestruturado de hidroxiapatita carbonatada contendo estréncio (SrCHA) foi estudado por
(VALIENSE et al., 2015). Seu modelo consistiu em biomateriais no formato de microesferas
de didmetro entre 425 e 600 um, implantadas em mandibulas de coelhos, com tempos
experimentais de 4 e 12 semanas. Realizaram analises histoldgicas e histomorfométricas e
avaliaram a citotoxicidade dos materiais. Utilizando a hidroxiapatita carbonatada (CHA)
como referéncia, mostraram que ambos 0s materiais sdo citocompativeis e biocompativeis.
Apesar de terem observado formacéo 6ssea em ambos os casos, apds 12 semanas havia menor
quantidade de biomaterial no caso das amostras contendo SrCHA do que das contendo CHA,
mostrando que as amostras de ST*CHA se fragmentam mais do que as CHA. Mostraram que,
apo6s 4 semanas de implantacdo, enquanto as microesferas de CHA ainda possuiam uma
forma bem definida, STCHA tinha uma forma mais difusa e fragmentada, indicando que este
material teve maior permeabilidade do que o CHA, e que os ions de Sr?* foram incorporados
na estrutura molecular do composto examinado. Além disso, observaram que a SfCHA

também promoveu osteoconducéo.

(KAMMER et al., 2016) avaliaram a biocompatibilidade do biomaterial composto
por microesferas de SfTCHA (5 wt%), comparada a biocompatibilidade da hidroxiapatita
carbonatada, CHA, ambos sintetizados a 37 °C. Para a caracterizacdo, usaram as técnicas de
difracdo de raios X, espectroscopia vibracional em transformada de Fourier no
infravermelho, microscopia eletronica e analise histoldgica. Foram utilizados 45 animais no
total, sendo 15 para cada grupo experimental com implante de biomaterial (SrCHA, CHA e
HA), e grupo controle sem implantacdo. Os tempos experimentais avaliados foram os de 1,
3 e 9 semanas apos implantacdo subcutanea nos ratos. Dentre seus resultados, foi verificada
a biocompatibilidade dos materiais, tendo sido observado que os grupos implantados com
CHA e SrCHA apresentaram bioabsor¢do mais rapida em comparagdo ao grupo controle.

Analogamente, (CARMO et al., 2017) analisaram os biomateriais de microesferas contendo



CHA e SrCHA, mas sintetizadas a 5 °C, e tempos experimentais de 1 e 6 semanas apds
implante em alvéolos de ratos, observando também que os biomateriais se mostraram
biocompativeis, osteocondutores e bioabsorviveis nos sistemas avaliados. Também,
(MACHADO et al., 2016) observaram propriedades de biocompatibilidade e osteoconducao
do biomaterial a base de nanoparticulas de HA contendo estréncio (1%), a STHA, sintetizadas

em altas temperaturas (material ceramico) em um modelo de tibia de ovelhas.

A temperatura na qual os biomateriais sdo sintetizados afeta diretamente a
cristalinidade e bioabsorcdo da hidroxiapatita presente nos mesmos. Assim, estudos foram
realizados visando avaliar como a cristalinidade das nanoparticulas de hidroxiapatita pode
afetar o crescimento 6sseo, em nivel celular (MAVROPOULOS et al., 2011). Para tal,
analisaram alteracdes de pH, citotoxicidade, e concentracio do ion Ca?* dos biomateriais
compostos por hidroxiapatita carbonatada (CHA) confeccionados a diferentes temperaturas
(5, 37 € 90 °C) utilizando cultura celular. No trabalho foram usados os biomateriais CHAS
(hidroxiapatita carbonatada sintetizada a 5°C), CHA37 (hidroxiapatita carbonatada
sintetizada a 37 °C) e CHA90 (hidroxiapatita carbonatada sintetizada a 90 °C). Os autores
estudaram como as células (osteoblastos do tipo MC3T3-E1) interagiram com o p6 dos
biomateriais, tendo estudado inclusive como varia a morfologia celular em cultura nas
diferentes formas de hidroxiapatita carbonatada. Na caracterizacdo dos biomateriais, usaram
as técnicas de difracdo por raios X (XRD) e espectrometria por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Verificaram que a cristalinidade das amostras de CHA tem
uma dependéncia com a temperatura, ou seja, a maior cristalinidade e maior tamanho médio
de particula foi verificada na CHA90, enquanto a CHAS apresentou uma distribuicdo amorfa
na XRD. Seus resultados mostraram que a viabilidade celular ndo foi significantemente
afetada pela dispersdo do pé nas amostras de CHA5 e CHA37, nem pela mudanca da
concentragdo do ion Ca?*, 24h ap6s a incubagio. Os autores concluiram que a cristalinidade
e tamanho médio do cristal do biomaterial néo teve efeito significativo na viabilidade celular.
Ademais, (LIRA et al., 2020) analisaram os efeitos que a cristalinidade dos biomateriais tem
no ambiente de regeneracdo 0ssea, avaliando o impacto que a diferenca na cristalinidade tem
na viabilidade in vitro de células THP-1. Os biomateriais estudados foram a CHA5 (amorfa)
e CHA37, comparado a HA90 (hidroxiapatita sinterizada, sintetizada a 90 °C, cristalina). A

partir de diversas analises realizadas a nivel celular, seus resultados confirmaram a



biocompatibilidade dos biomateriais analisados, tendo sido observado também que nenhum
deles ativou as células THP-1 e que a viabilidade de macréfagos ndo foi afetada pela

cristalinidade dos biomateriais testados.

Ao introduzirem um novo conjunto de parametros associados a arquitetura do 0sso
maduro, (REZNIKOV et al., 2016) estabeleceram um novo patamar na caracterizacdo de
amostras 0sseas, tendo sido, inclusive, reiterado no trabalho seguinte realizado pelo mesmo
grupo (BEN-ZVI et al., 2017), com o uso de amostras oriundas de animais diferentes, onde
conseguiram estabelecer, a partir de seus resultados, uma clara conexao entre a organizacao
trabecular tridimensional e o principio de distribuicdo dptima espacial da tensegridade. Tais
resultados motivaram o estudo de (MARTINEZ-ZELAYA et al., 2021), que verificaram que
a organizacao da rede trabecular segue os principios da tensegridade também no ambiente de
reparo 0sseo, tanto na amostra controle, quanto nas amostras contendo biomaterial

implantado composto por hidroxiapatita carbonatada produzida a 37 °C.

(REZNIKOV et al., 2016) introduziram um novo parametro topol6gico de
caracterizacdo do 0sso trabecular, denominado Inter-Trabecular Angle (ITA), que mede o
angulo entre duas trabéculas conectadas. A analise considera que as trabéculas estdo
conectadas em nodos (pontos de encontro entre duas ou mais trabéculas). Usando um
microtomografo convencional (Micro XCT-400, Zeiss X-ray Microscopy, California, USA),
estudaram diferentes regies do fémur proximal de 5 individuos humanos. Eles identificaram
que a rede trabecular se organiza preferencialmente por nodos que conectam 3 trabéculas
(3N), 4 trabéculas (4N) e 5 trabéculas (5N). Perceberam, também, que as distribuicbes
angulares dos angulos formados entre as trabéculas ndo variaram significativamente entre
individuos, e que a média da distribuicdo angular é de aproximadamente 116-117° para 0s
nodos de 3N, 107-108° para os nodos de 4N e de 102-103° para os de 5N, enquanto os angulos
presentes em estruturas de tensegridade ideais teriam média de 120°, 109,5° e 100° para 0s
nodos 3N, 4N e 5N, respectivamente. A partir dos resultados, mostraram que 0s ITAS sdo
otimizados de modo que a menor quantidade do material 6sseo possivel ocupe o maior
volume disponivel, fazendo com que a disposi¢éo tridimensional do osso trabecular seja mais
bem adaptada a carga, contribuindo para a estabilizacéo e redistribuigdo do estresse no maior
numero de trabéculas do tecido 6sseo. Com isso, conseguiram estabelecer uma conexao entre

as caracteristicas topoldgicas entre a rede trabecular e o principio de tensegridade.



Dando continuidade a sua pesquisa direcionada a arquitetura trabecular, 0 mesmo
grupo realizou um novo estudo envolvendo o parametro de angulos intra-trabeculares, desta
vez com intuito de validar o algoritmo e sua aplicacdo em outros sistemas, tanto bioldgicos
quanto manufaturados (BEN-ZVI et al., 2017). Para investigar a arquitetura trabecular em
sistemas biologicos usaram amostras dsseas de condilo mandibular e fémur de porcos
adultos. Avaliaram, também, estruturas tridimensionais como corti¢a e materiais compostos
por redes metalicas confeccionados em impressoras 3D, onde 0s nodos e as partes que se
conectam neles era bem conhecida, tendo sido estabelecida durante a fabricacdo, mas com
posicionamento randomizado. Dentre as amostras 0sseas, os resultados apontaram para uma
semelhanca entre os angulos intra-trabeculares nas amostras suinas com os resultados obtidos
nas amostras humanas anteriormente por (REZNIKOV et al., 2016). Além disso, a analise
do cdndilo mandibular mostrou que os nodos planos do tipo 3N tem um alinhamento
preferencial definido pelo sentido da forga aplicada no mesmo. Puderam, a partir de seus
resultados, observar que a relativa alta anisotropia da cabeca do céndilo é alcancada através
da transformacdo do padréo da rede trabecular, dado por uma orientacdo preferencial dos
nodos 3N planos. No geral, o algoritmo de analise de angulos intra-trabeculares se mostrou
uma ferramenta robusta na andlise dessas estruturas, enquanto o parametro em si denota
caracteristicas relevantes na andlise de redes trabeculares, mostrando inclusive que ele se
mantém conservado entre diferentes espécimes, mas tem seus valores alterados localmente

devido a aplicacdo de estresse.

Para investigar se a organizagdo da arquitetura trabecular estd presente também em
trabéculas formadas durante o periodo de reparo 0sseo, (MARTINEZ-ZELAYA etal., 2021)
utilizaram a técnica de SR-microCT para estudar a arquitetura trabecular do 0sso neoformado
em defeito ndo critico de tibia de ratos, na presenca e na auséncia de biomaterial de
hidroxiapatita carbonatada. No modelo utilizado, é realizado um defeito circular (2 mm de
didmetro, néo critico) na regido da diafise do animal, no qual s&o implantadas as microesferas
de biomaterial (neste caso, hidroxiapatita carbonatada sintetizada a 37°C) em um grupo de
animais, enquanto no outro € feito somente o defeito. Ao fim do tempo experimental definido
(neste caso foram usados os tempos de 7, 14 e 21 em animais sem material implantado e 21
dias no grupo de animais implantados), os ratos foram eutanasiados e a tibia, previamente

operada, € extraida, possibilitando os estudos de microtomografia. A analise de SR-microCT



dos diferentes grupos possibilitou a caracteriza¢do da evolugédo da arquitetura trabecular em
um defeito ndo critico de tibia nos periodos estudados, possibilitando a correlagdo dos
resultados obtidos entre os grupos de 21 dias, com e sem biomaterial. Foi verificado que a
rede trabecular do 0sso novo possui uma arquitetura bem organizada, como visto por
(REZNIKOV et al., 2016). Neste caso, observaram que os angulos intra-trabeculares do
grupo implantado por CHA, 21 dias ap6s o implante, apresentavam distribui¢fes gaussianas,
com valores médios de 114,5°, 105,8° e 97,8° para os nodos do tipo 3N, 4N e 5N,
respectivamente. Tais valores, especialmente para os nodos do tipo 3N e 4N, se assemelham
aos encontrados em estruturas ideais de tensegridade (120 ° e 109,5 ° respectivamente). Além
disso, compararam seus resultados com os obtidos por (REZNIKOV et al., 2016), tendo
encontrado resultados semelhantes, indicando que o o0sso novo, formado durante a
regeneracdo 0ssea neste tipo de defeito, j& apresenta a organizacdo trabecular observada em
0ssos maduros, mesmo na presenta do biomaterial estudado. Foi verificado que o material
possibilitou osteoconducgéo, favorecendo a formagdo do o0sso neoformado a partir de
conexdes trabeculares em fragmentos do material, bem como com as paredes corticais
internas da tibia; e que a fragmentacdo do biomaterial resultou em particulas com diametro
equivalente entre 20-400 um. Finalmente, observaram no grupo implantado diferencas em
caracteristicas morfologicas como espessura e separacdo trabecular, mas mantiveram as

configuracGes geométricas similares ao grupo sem material.

Este trabalho tem como principal motivacdo a analise da arquitetura trabecular
formada em defeitos 6sseos na presenca de diferentes biomateriais a base de fosfato de célcio,
0 que significa também avaliar se o padrdo observado por (MARTINEZ-ZELAYA et al.,
2021) se mantém na presenca de biomateriais com padrdes de fragmentacéo diferentes, uma
vez que isso influencia diretamente tanto no espaco disponivel para o crescimento das
trabéculas no defeito, quanto na superficie disponivel para fixacdo de células que
protagonizam a regeneracao 0ssea. Para tal, foram usados biomateriais com perfis diferentes
de fragmentagdo in vivo que ja tiveram sua biocompatibilidade e osteocondutibilidade
atestada previamente (MAVROPOULOS et al., 2011, VALIENSE et al., 2015, KAMMER
etal., 2016, LIRA et al., 2020).



3. Fundamentacéo Teorica

Neste capitulo sdo discutidos os topicos tedricos e conceitos basicos considerados
fundamentais para a compreensdo do trabalho. Inicialmente, sdo descritos aspectos gerais
concernentes ao tecido dsseo, bem como pontos mais especificos, como aspectos sobre o
0sso trabecular e o processo de reparo 6sseo, 0 papel de biomateriais na regeneracdo 0ssea,
detalhando aspectos sobre os constituidos de hidroxiapatita. Em seguida, é dada uma breve
explicacdo sobre tensegridade. Finalmente, sdo descritas as principais propriedades da
técnica de microCT, desde a fonte de raios X a quantificacdo de parametros na imagem digital

reconstruida.
3.1 Tecido 6sseo

O tecido 0sseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo, caracterizado
especialmente por conter a mineralizagdo de sua matriz em seu processo de formagédo. A
matriz mineralizada faz com que o 0sso seja um tecido extremamente resistente, o que
possibilita que 0s 0ssos sirvam tanto como suporte estrutural € mecéanico aos animais
vertebrados, mas contribuindo também para seu movimento, bem como na protecdo de
Orgdos internos. O 0sso é constituido por uma parte organica e uma inorganica. A parte
organica do 0sso é principalmente composta por colageno tipo I, apesar de também conter
colageno tipo V, 11, Xl e XIII (sendo os ultimos trés observados apenas residualmente). A
inorganica consiste principalmente no mineral de fosfato de célcio — na forma de cristais de
hidroxiapatita — e em pequenas quantidades de ions de magnésio, potassio, sédio e citrato,
além de agua). Ademais, o 0sso serve como regulador do pH sanguineo e reservatorio de
aminoéacidos, bicarbonatos e minerais fundamentais para o equilibrio idnico do organismo —
especialmente calcio e fésforo —, disponibilizando-os ao organismo conforme necessario,
além de possuir fungdes metabolicas na secrecdo de hormonios que regulam o metabolismo
mineral e energético (VENKATESAN et al., 2015, ROSS e PAWLINA, 2016, JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2018, OTT, 2018, BUFFRENIL et al., 2021).

O o0sso é um tecido altamente complexo e dindmico, cuja organizagdo hierarquica se
diferencia nas diversas escalas (Figura 1). A escala macroscopica compreende 0S 0SS0S

enquanto oOrgdos que constituem o esqueleto (e.g. fémur, tibia, Umero), na escala
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micrométrica se encontram as trabéculas (inclusive as que se formam em fase de crescimento
6sseo em um defeito, como as estudadas neste trabalho), j& na escala nanométrica se
observam as células formadoras de 0sso (osteoblastos e ostedcitos), fibrilas de colageno e

seus aglomerados, presentes no inicio do processo de mineralizacdo (BUSS et al., 2022).

Estrutura Hierarquica do Osso
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Figura 1: Estrutura hierarquica do osso em diferentes escalas (adaptado de BUSS et al.,
2022).



3.1.1 Estrutura Ossea na Microescala

O tecido 6sseo pode ser classificado como trabecular (ou esponjoso) ou cortical
(compacto). O osso cortical é mais denso e compacto, e envolve 0s 0ssos (Figura 2), enquanto
0 0ss0 trabecular consiste em uma rede de segmentos 0sseos interconectados que preenchem
regides internas dos 0Ss0S, CUjoOs espacos entre 0s segmentos sao ocupados por tecido medular

€ vasos sanguineos.

Figura 2: Corte longitudinal de uma tibia. Regido maximizada contém 0sso trabecular
(esquerda) e cortical (direita). Fonte: ROSS, 2016.

3.1.2 A Regeneracéo Ossea

O reparo 6sseo é um processo dinamico e complexo, com especificidades quanto ao
tamanho e posicdo da lesdo, tipo de osso lesionado (trabecular ou cortical), e a
disponibilidade celular (MONFOULET et al., 2010). O processo pode ser classificado, em
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termos gerais, como direto — também denominado como primario, quando a fratura é
estabilizada com material compressor que restringe 0 movimento —, ou indireto, chamado
também de secundario, em lesdes tratadas com algum tipo de aparato de fixacdo nédo- ou
semi-rigido, havendo algum nivel de movimento na regido lesionada (ROSS, 2016, CHOI,
2023).

O processo indireto € o mais comum, e é protagonizado pelas atividades celulares que
envolvem os osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e células dsseas osteoprogenitoras (CHOI,
2023). Neste processo, apds a lesdo, hd uma resposta inflamatoria na regido, que sucede a
formacdo de um hematoma (codgulo sanguineo). Em seguida, a mineralizagdo ocorre,
substituindo gradativamente o hematoma por tecido granular. A regido é, entdo,
gradualmente calcificada, e o tecido granular € mineralizado até ser transformado em 0sso
trabecular, formando um calo 6sseo no local. Finalmente, com o remodelamento 6sseo o calo
é reestruturado de modo que o osso retome sua forma original (EINHORN e
GERSTENFELD, 2014, ROSS, 2016, KNOX et al., 2020, CHOI, 2023).

3.2 Biomateriais e seus Mecanismos de Atuacao

Biomateriais dos mais variados tipos sdo utilizados na biomedicina com diferentes
fins, alguns destes sdo aparelhos biomédicos (e.g. biossensores), érgdos artificiais,
tratamento imunolo6gico e implantes (PIRES et al., 2015, WEBBER et al., 2016, JANA et
al., 2023). O desenvolvimento de materiais que visam auxiliar a regeneracao tecidual é um

campo crescente, particularmente aqueles voltados para o reparo 6sseo (ZHOU et al., 2021).

O processo de regeneracdo Ossea pode ser beneficiado com a introducdo de
biomateriais na regido lesionada. Os mecanismos através dos quais 0s biomateriais podem
auxiliar na regeneracdo sdo a osteoconducdo, osteoinducdo e a osteogénese
(ALBREKTSSON e JOHANSSON, 2001, MARX, 2007, HABIBOVIC e BARRALET,
2011). Todos ocorrem naturalmente no organismo, e o emprego de um biomaterial visa
estimular um ou mais destes fendmenos. A osteoconducdo ¢é a formacao de 0sso novo a partir
de um material (ou 0sso) adjacente, e um material osteocondutor deve ser capaz de promover
um bom ambiente para osteoblastos e células osteoprogenitoras, permitindo o crescimento
destas nas superficies e interior do material (ALBREKTSSON e JOHANSSON, 2001,
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FERNANDEZ et al., 2019). A osteoinducéo consiste na formacéao de 0sso pelo recrutamento,
transformacéo, diferenciacéo e proliferacéo de células tronco em células formadoras de 0sso
(osteoblastos) (MARX, 2007, WINKLER, 2018, FERNANDEZ et al., 2019, PAWELEC e
PLANELL, 2019). A osteogénese é o processo no qual o novo 0sso cresce a partir do enxerto
de material 6sseo, tipicamente oriundo do préprio individuo, mas também de biomateriais
(FERNANDEZ et al., 2019).

3.3 Classificacdo dos Biomateriais

Os biomateriais usados na regeneracdo 6ssea sdo divididos entre os sintéticos (PIRES
et al., 2021) e os naturais. Os Ultimos sdo classificados pela origem do material, e podem ser
autogenos (MIRON et al., 2013), aldégenos (O-SUNG et al., 2017) e xendgenos
(MENDOZA-AZPUR et al., 2019), como observado na Figura 3. Biomateriais autégenos,
derivados de material 6sseo do proprio paciente, sdo os mais utilizados clinicamente (QU et
al., 2019, BERNARDI et al., 2020). No entanto apresentam desvantagens significativas,
como o risco de infeccdo e inflamacéo, a producdo de um hematoma no local de extracdo —
uma vez que a retirada do material 6sseo do proprio paciente requer outra cirurgia —, bem
como a limitagdo de uso. Materiais alégenos, constituidos de 0sso oriundo de banco de 0ssos
ou doador humano especifico, sdo também muito usados e compensam a dificuldade de
disponibilidade de material doador. Porém, sua utilizacdo esta associada a riscos de infeccao,
transmissdo de doencgas e a respostas imunologicas no organismo. (QU et al., 2019, WEI et
al., 2020). Materiais xenogenos sdo derivados de 0sso oriundo de alguma espécie animal,
geralmente bovina ou suina (MENDOZA-AZPUR et al., 2019, CHEN et al., 2020). Estes
estdo associados aos mesmos riscos que os alogenos, somada a possibilidade de transmissdo
de zoonoses, mas por outro lado sua disponibilidade é virtualmente ilimitada (WEI et al.,
2020, BATTAFARANO et al.,, 2021). Biomateriais sintéticos possuem uma série de
vantagens em relagdo aos demais, especialmente devido ao risco nulo de transmisséo de
doencas e por induzirem minima reacdo imunoldgica, além da capacidade de personalizar o
tratamento de acordo com o paciente. Portanto, sua maior vantagem reside no potencial de

desempenhar tdo bem quanto os autégenos. Todavia, seu principal desafio consiste em tornar
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sua aplicacdo financeiramente viavel, a0 mesmo tempo em que mantém sua funcionalidade
equiparavel a dos autégenos. (PEREIRA e HABIBOVIC, 2018).
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Figura 3: Classificacdo dos Biomateriais usados na regeneracdo Gssea quanto a sua
composicao. Adaptado de (BATTAFARANO et al., 2021).

Os biomateriais sintéticos sdo classificados quanto ao material que os compde,
podendo ser ceramicos (MA et al., 2018, DIAZ-RODRIGUEZ et al., 2019), metais
(NIINOMI, 2019), polimeros (BHARADWAZ et al., 2020, GUO et al., 2021) e seus
compositos (ZHANG et al., 2018, QU et al., 2019, KOONS et al., 2020). Dentre 0s
compositos, estdo os alginatos, que compdem os biomateriais utilizados neste trabalho.
Alginatos sdo biopolimeros que podem ser encontrados naturalmente na biota marinha,
podendo ser trabalhados em diversas formas, sendo as principais os hidrogéis (BENDTSEN
et al., 2017) e micro/nanoesferas (CALASANS-MAIA et al., 2019). Dentre suas principais
vantagens estdo sua biocompatibilidade e alta biodegradacdo, bem como seu baixo custo
relativo, facil gelificacdo idnica — técnica pela qual séo sintetizadas micro/nanomateriais,
onde interagdes eletrostaticas de moléculas de cargas opostas resultam em particulas estaveis
(CALVO et al., 1997, HOANG et al., 2022) —, serem ndo toxicos e por poderem ser
quimicamente modificados com ligantes de adesdo (VENKATESAN et al., 2015;
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PAWELEC e PLANELL, 2019, SU et al., 2023). Nos biomateriais utilizados neste trabalho,
o alginato comp®6e a matriz das microesferas que contém as nanoparticulas de hidroxiapatita,
atuando como suporte estrutural para as células que atuam na formacdo de 0sso novo
(osteoblastos), permitindo a regeneracdo do tecido 6sseo enquanto sdo fragmentados atraves

da agdo de enzimas no organismo.

3.4 A Hidroxiapatita e Hidroxiapatitas Substituidas

A parte inorganica do 0sso, dentina e esmalte dentario sdo constituidas principalmente
por uma matriz mineral de cristais de uma fase ndo estequiométrica de hidroxiapatita (HA,
comumente referida por apatita biogénica ou bioapatita), um mineral pertencente aos fosfatos
de célcio classificados como apatitas. Assim, as propriedades quimicas da HA se assemelham
fortemente as da apatita bioldgica que constitui a parte inorganica do o0sso (JIANG et al.,
2019; ARCOS e VALLET-REGI, 2020). Tais similaridades fazem da HA um material
bioativo, biocompativel e osteocondutor, conferindo-a um papel importante na confec¢do de
biomateriais em diversas aplicacdes biomédicas (LIRA et al., 2020, LU et al., 2018). Podem
ser destacadas as aplicacdes de hidroxiapatita como revestimento de implantes metalicos (LI
et al., 2015, AWASTHI et al., 2021), agente de liberacdo de medicamentos (CALASANS-
MAIA et al., 2019, LARA-OCHOA et al., 2021) e matriz de biomateriais compdsitos
(MARTINEZ-ZELAYA, 2018). Ademais, também foi verificado que a HA possui
propriedades antibacterianas e anticancerigenas, favorecendo seu uso como sistema de
entrega de genes, proteinas e radionuclideos, bem como no diagnéstico de doengas (MUNIR
etal., 2021, FIUME et al., 2021, LAMA-ODRIA et al., 2022).

A hidroxiapatita (HA) pertence a um vasto grupo de fosfatos de calcio utilizados na
confec¢do de biomateriais, cuja composi¢do quimica é Cas(POa4)3(OH), apesar de usualmente
ser retratada como Cai10(PO4)s(OH). de modo a indicar que sua célula unitaria é composta
por duas unidades formulas na célula cristalografica (WOPENKA e PASTERIS, 2005, HOU
et al., 2022). A estrutura cristalina da HA possui arranjo molecular hexagonal, pertencendo
ao grupo espacial (P6s/m), onde ions de fosfato e célcio circundam colunas de ions de
hidroxila (OH") (SHEPHERD et al., 2012, RATNAYAKE et al., 2016). As dimensdes da
célula unitaria da rede sdo de 9.432 A paraae b, e 6.881 A para c (ARCOS e VALLET-
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REGI, 2020). A HA estequiométrica possui razdo molar de Ca/P de 1.67, com 39.68 % e 18
% de sua massa de Ca e P, respectivamente, e é o fosfato de célcio mais estavel em niveis de
pH entre 4-12 (USKOKOVIC et al., 2010, RATNAYAKE et al., 2016, WEI et al., 2020).

Ca1 Ca2

a)

Figura 4: Estrutura da Hidroxiapatita. a) Arranjo molecular da rede de HA, destacando as
posicOes Cal e Ca2 ocupadas pelos atomos de calcio, que podem ser ocupados por outros
fons em substituices catidnicas. Vizinhancas dos sitios b) Cal e c) Ca2. Atomos de O em
vermelho. Figura adaptada de MAKSHAKOVA et al., 2022 e RENAUDIN et al., 2008.

A estrutura de rede comum as apatitas pode ser escrita na forma geral As(BO4)3X,
onde, no caso da hidroxiapatita, A, B e X representam Ca®*, PO4> e OH", respectivamente.
No entanto, a familia de apatitas compreende também outras substituicdes, sejam elas
cationicas, nas posicdes A (e.g. Cd?*, Sr¥*, Ba%*, Pb?*, Zn?** ou Mg?"), ou anidnicas, nas
posicdes B (e.g. CO4%, SO4%) e X (e.g. F-, CI” ou CO3%) (USKOKOVIC e USKOKOVIC,
2010, RATNAYAKE et al., 2016). Substitui¢cbes i0nicas na estrutura da bioapatita ocorrem

naturalmente a partir de ions presentes no organismo. A substituicdo anidnica mais recorrente
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é a dos carbonatos (COs?"), observados em niveis entre 5-8% (em peso) no material dsseo,
formando a hidroxiapatita carbonatada (CHA), que € utilizada como referéncia neste trabalho
(MARTINEZ-ZELAYA, 2018). O ion CO3* pode ocupar tanto a posicdo do ion hidroxila,
OH- (tipo A), quanto do fosfato, PO+~ (tipo B). No caso da substitui¢do do tipo B, de modo
a manter o equilibrio de carga, cétions de Na* ou K* costumam ser incorporados no lugar de
Ca2*. As substituicdes também podem acarretar mudancas estruturais nos parametros de rede,
morfologia, solubilidade e simetria hexagonal (LIN et al., 2015, JIANG et al., 2019). Estudos
demonstraram que a taxa de biodegradacdo de biomateriais a base de hidroxiapatita co-
substituida é significativamente maior que a de biomateriais compostos por HA pura, 0 que
configura uma forte vantagem no uso destes materiais para a regeneracao dssea (LIN et al.,
2011, LIN et al., 2015).

Dentre as substituicdes cationicas utilizadas em biomateriais, a substituicdo de calcio
por estroncio se destaca, sendo usado tanto na forma de substituicdo em hidroxiapatita
(SrHA, SANGEETHA et al.,, 2018) quanto na hidroxiapatita carbonatada (SrCHA,
VALIENSE et al., 2015), sendo a ultima uma das amostras analisadas neste trabalho. Sr é
encontrado no tecido 6sseo em pequenas quantidades — aproximadamente 0.00044% da
massa corporal, ou cerca de 14 g em um ser humano adulto (RATNAYAKE et al., 2016,
ARCOS e VALLET-REGI, 2020). Acumulado de modo similar a0 Ca no esqueleto, o
estréncio substitui em torno de 0.035% do Ca presente na fase mineral do 0sso em humanos
com dieta normal (WATTS e HOWE, 2010, JIANG et al., 2019, MARX et al., 2020). O
estroncio desempenha um papel fundamental no metabolismo ésseo, tendo sido verificado
em concentragdes significativamente maiores em regides de maior taxa de renovagédo
metabdlica, estando, portanto, mais presente em regides de formacdo de 0sso novo do que
em regides de 0sso maduro (MARIE et al. 2001, SHEPHERD et al. 2012). Em biomateriais,
a substituicdo de Ca?* por Sr?* aumenta a atividade de osteoblastos — estimulando a formagao
de 0sso novo —, ao passo que inibe a proliferacdo de osteoclastos, além de aumentar a
densidade mineral 6ssea (ROSSI et al., 2014, SANGEETHA et al., 2018, JIANG et al., 2019,
ARCOS e VALLET-REGI, 2020). Ainda, estudos demonstraram que a adigdo de 5% de Sr
na estrutura de CHA aumentam a fragmentacéo e osteoconducéo do biomaterial (VALIENSE
etal., 2015, SARTORETTO et al., 2020).
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3.5 Principios Gerais da Tensegridade

A palavra “tensegridade” advém da contracdo entre “tensional” e “integridade”, e foi
inicialmente cunhada pelo artista e arquiteto estadunidense Richard Buckminster Fuller, em
1975 (FULLER, 1975), apesar de seus conceitos datarem do inicio do seculo XX. As Figuras

5-a,b ilustram obras artisticas concebidas pelo artista Kenneth Snelson, aluno de Fuller.

S
>&\
bt
X

Figura 5: Estruturas arquitetdnicas de tensegridade em a) Needle Tower, 1968 (18.2 x 6 m)
e b) Needle Tower 11, 1969 (30 x 6 m). c-e) Estruturas ideais de tensegridade com 3,4 e 5
hastes. f-g) Conexdes trabeculares com padrdes de estruturas de tensegridade. Figura
adaptada de SNELSON e HEARTNEY, 2013, REZNIKOQV et al., 2016 e Martinez-Zelaya et

al., 2021, respectivamente.
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Uma estrutura construida a partir dos principios de tensegridade tem sua estabilidade
mantida em equilibrio a partir da tensdo de elementos estruturais continuos (e.g. cabos,
cordas) e elementos estruturais descontinuos (e.g. hastes), em compreensdo. Assim, dois
elementos estruturais compde a estrutura: os cabos, componentes flexiveis e globais, e as
hastes, componentes rigidos e locais (ZHANG e OHSAKI, 2015). Outras caracteristicas
destas estruturas sdo: capacidade de autoestabilizacdo, a partir da reconfiguracdo de seus
elementos de acordo com uma forca externa; os elementos estruturais mantém-se retos e as
hastes ndo se conectam nas extremidades (ZHANG e OHSAKI, 2015).

Originalmente, os conceitos de tensegridade foram utilizados no meio artistico, mas
outras areas também se beneficiariam destes principios, especialmente a biologia — em
estudos voltados para as relacbes mecanobiologicas em células e tecidos, e a arquitetura
trabecular 6ssea (INGBER, 2008, REZNIKOV, 2016, BOGHDADY et al., 2021, INGBER,
2023) — e éareas da engenharia voltadas para o desenvolvimento de materiais com a
capacidade de resistir e se adaptar a agdo de forcas externas (OLIVEIRA e SKELTON, 2009,
FRATERNALLI et al., 2020). Estruturas de tensegridade também sdo morfologicamente
caracterizadas por formas estaveis no plano bidimensional (como triangulos) ou
tridimensionais (tetrahedros) (REZNIKOV, 2016).

3.6 Microtomografia Computadorizada por Raios X (MicroCT)

A microCT é uma técnica ndo destrutiva de imageamento por raios X, que permite a
analise visual e quantitativa de estruturas internas de amostras na escala de micrémetros,
tratando-se de tomografos de bancada, que compGe a maioria das aplicagdes, ou até na escala
de centenas de nandmetros, que pode ser obtido em laboratérios cuja fonte é radiacéo
sincrotron. Nesta secdo sdo discutidos os aspectos que fundamentam a técnica. Inicialmente,
é descrito um breve historico do desenvolvimento da técnica, da descoberta dos raios X ao
desenvolvimento dos primeiros equipamentos de microCT, em seguida sdo descritos
conceitos tedricos imprescindiveis para a compreensao desta técnica de imageamento, desde
a aquisicdo das imagens, passando pelo tratamento das mesmas, até a quantificacdo de

parametros.
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3.6.1 Breve histérico

A origem do imageamento por raios X esté intrinsecamente relacionado a propria
descoberta deste tipo de radiacdo eletromagnética. Em novembro de 1895, o fisico aleméo
Wilhelm Conrad Rontgen (1845-1923) realizou a descoberta de um novo tipo de radiacéo
com capacidade de penetrar objetos, denominada por ele como “Raios X, pela qual ganhou
0 Prémio Nobel de Fisica em 1901. Ainda nas semanas seguintes, o préprio Rontgen obteve
a primeira imagem radiografica, revolucionando a medicina diagnéstica para sempre
(BUZUG, 2008, ATTWOOD, 2016, ORHAN, 2020).

Em uma imagem radiogréafica, o contraste em niveis de cinza se deve a diferenca na
qual os materiais presentes na amostra absorvem os raios X. Como a capacidade de absorcéo
esta diretamente relacionada a densidade, a técnica possibilita o estudo de estruturas internas
da amostra em projeces bidimensionais. No caso médico, por exemplo, é possivel
facilmente distinguir, em uma radiografia, entre algum 0sso do paciente e tecido mole na
regido radiografada, como a pele, possibilitando os diagndsticos de lesGes. A limitacdo da
técnica esta no seu carater bidimensional, por se tratar de uma projecdo, informacdes

tridimensionais relevantes podem ser ocultadas (LANDIS, 2010).

A tomografia computadorizada (CT), por outro lado, minimiza esta limitacdo. A
técnica consiste na aquisicdo de projecdes (ou radiografias digitais) de uma amostra,
enquanto esta é rotacionada em torno de um mesmo eixo (LANDIS, 2010), em passos
angulares fixos (e.g. 1°, 0,5° ou 0.3°). A reconstrucdo das imagens — ou seja, a obtencéo do
modelo 3D digital que representa a amostra real a partir de proje¢des bidimensionais — se
tornou matematicamente possivel a partir do trabalho do matematico austriaco Johann
Radon, que em 1917 introduziu um método matematico de reconstrucdo que veio a ser
conhecido como transformada de Radon, bem como sua transformada inversa. Nele, é
demonstrado que a reconstrucdo de um objeto tridimensional poderia ser obtida a partir de
infinitas projecdes bidimensionais do mesmo objeto (RADON, 1917, ORHAN, 2020). No
entanto, somente em 1963 o fisico sul-africano Allan MacLeod Cormack (1924-1998)
efetivamente demonstrou que era possivel usar um numero finito de projec¢des radiograficas,
realizadas em diferentes dire¢cfes com relacdo & amostra (rotacdo minima de 180°) para

reconstruir a distribuicdo de absorcdo de raios X em uma secdo transversal de um objeto
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(CORMACK, 1963). Desenvolveu, além do método matematico para o célculo destas
distribuicGes de absorcdo, um protétipo de tomdgrafo para demonstrar sua viabilidade na
pratica, tendo publicado seus primeiros achados em 1963 e 1964. Paralelamente, o
engenheiro elétrico Codfrey Hounsfield (1919-2004), que também trabalhava no problema,
construiu o primeiro equipamento de CT comercial para uso médico, tendo sido muito usado
nos anos subsequentes (GONZALEZ e WOODS, 2018, STOCK, 2020). Pelas contribui¢oes
nas aplicacdes médicas da tomografia, Cormack e Hounsfield ganharam o Prémio Nobel de
Medicina em 1979 (PETRIK et al., 2006, BUZUG, 2010).

A tomografia computadorizada impactou profundamente a medicina, possibilitando
e facilitando diagnosticos. Os equipamentos de CT comerciais sdo eficientes em resolver
inimeros problemas médicos, como a identificacdo de fraturas ou tumores (LANDIS, 2010),
por outro lado, a resolucdo espacial das imagens é da ordem de 1 mm (ORHAN, 2020), o
que limita suas aplicacGes para outros campos. Ao longo das décadas que sucederam as
primeiras tomografias, muitos esfor¢cos foram empregados no desenvolvimento de
equipamentos mais sofisticados, possibilitando o surgimento da técnica de microCT, que
segue os principios da CT, mas permite diferenciar estruturas micrométricas. Enquanto na
CT médica o paciente permanece parado e o conjunto composto por fonte de raios X e
detector sdo rotacionados, num sistema de microCT tipico de laborat6rio é a amostra que é
rotacionada enquanto sdo realizadas projecdes com a fonte de raios X e o sistema de deteccao
estacionados. O primeiro ensaio utilizando a microCT foi realizado em 1982 (STOCK, 2020),
onde (ELLIOT e DOVER, 1982) descrevem um equipamento com resolucdo espacial de

cerca de 15 um, tendo sido utilizada uma concha de 0.5 mm de diametro como amostra.

A microCT foi profundamente beneficiada pelo advento da radiacdo sincrotron,
trazendo uma serie de vantagens com relacdo aos sistemas de microCT convencionais,
especialmente devido ao seu alto brilho e o foco, que pode chegar a escala nanométrica. Por
outro lado, a viabilidade de experimentos em laboratorios de microCT por radiagdo
sincrotron (SR-microCT) é significativamente menor do que a de equipamentos de microCT
convencionais devido as altas demandas de usuérios nestes laboratorios e ao alto custo

operacional envolvido na sua manutencgéo.
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Seja como microCT ou SR-microCT, a microtomografia vem sendo utilizada nas
ultimas décadas nas mais diversas aplicacdes, tanto industriais quanto cientificas e nas mais
variadas areas, desde a paleontologia (KEKLIKOGLOU et al., 2018, DOS SANTOS et al.,
2023) ao estudo de materiais (SANCHES et al., 2023, ARAUJO et al., 2023). A técnica tem
suas raizes na &rea médica, e continua sendo muito utilizada até hoje nos mais diversos
estudos nas areas de biomedicina, bioengenharia e saide como um todo (CAMPIONI et al.
2020, MARTINEZ-ZELAYA et al., 2022, REDENTE, 2023).

3.6.2 Principios Gerais da MicroCT

Em um experimento de microtomografia, uma amostra é posicionada entre uma fonte
de raios X e um detector cintilador. A amostra é rotacionada em torno do préprio eixo em
um passo angular fixo, enquanto projecGes (radiografias) sdo adquiridas em cada posi¢édo
(Fig. 6), completando uma rotacdo completa (360 °) ou parcial (180 °). O conjunto de
projecdes é entdo levado a um software especializado para a reconstrucao da imagem digital,

que pode ser visualizada e analisada em séries de cortes transversais bidimensionais ou em

seu volume.
Cintilador - sinograma
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Figura 6: Principios gerais da microtomografia computadorizada por raios X (adaptado
de WILMOTT, 2019). Um feixe paralelo de raios X interage com a amostra, o feixe
transmitido é captado por um cintilador, magnificado por uma lente objetiva, e o sinal
resultante é captado por uma cdmera CCD. O processo é repetido para diferentes posicdes
da amostra, que rotaciona em seu proprio eixo, gerando, como funcéo da resposta de pixel
em cada linha (dimensdo A) e o angulo de rota¢do, um sinograma, que sdo utilizados para
gerar tomogramas bidimensionais em um computador. Ao fim das aquisicOes é realizada a
reconstrugdo da imagem 3D digital a partir do conjunto de tomogramas.
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3.6.1 Principios Fisicos

A imagem digital reconstruida consiste em uma imagem em niveis de cinza, cujo
contraste é oriundo da atenuacgdo do feixe (i.e. perda de intensidade) conforme este interage
com a amostra. Tal atenuacdo se da pela interagdo entre os fétons do feixe e os atomos da
amostra. Nas faixas de energia dos fotons dos feixes de raios X compreendidas neste trabalho
(até 60 keV), a interacdo entre os fotons e a matéria se da basicamente pelo efeito fotoelétrico
e espalhamento Compton (BOUXSEIN, 2010), que se dao entre os fotons incidentes na
amostra e 0s &tomos da mesma. No efeito fotoelétrico, ou absorcdo fotoelétrica, um foton é
absorvido por um atomo, transferindo toda sua energia para um elétron do mesmo, que é
ejetado com uma energia cinética igual a energia do foton incidente decrescida da energia de
ligacdo do elétron. Por outro lado, no espalhamento Compton a interagdo do féton com um
atomo da amostra resulta em um foton espalhado (com energia menor que o incidente), além

de um elétron espalhado. Enquanto o efeito fotoelétrico é altamente dependente da energia

do foton incidente e do nimero atbmico Z da amostra (coeficiente de atenuacao ouotoelétrico o

Z*/E®), 0 espalhnamento Compton depende basicamente da densidade eletrénica da amostra.
Nas faixas de energia tipicamente usadas em aplicacdes em material 6sseo o efeito
fotoelétrico é prevalente (até ~ 50 keV) e € responsavel pela maior parte da atenuacdo do
feixe na amostra, como pode ser observado na Figura 7, onde pode-se verificar que o
coeficiente de atenuacdo em massa do 0sso € dominado pelo efeito fotoelétrico para fotons
de energia de até 50 keV (MARTIN, 2007).
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Figura 7: Relacéo entre efeito fotoelétrico e espalhamento Compton com o coeficiente de
atenuacdo em massa e energia do foton incidente, na interacé@o dos raios X com a matéria
organica (tecido 6sseo e mole). Adaptado de MARTIN, 2007.

Um feixe de raios X é atenuado ao interagir com uma amostra, perdendo intensidade.

Esta perda de intensidade € descrita pela lei de Beer-Lambert:

L o (31)
Iy

onde a razdo entre a intensidade do feixe paralelo monoenergético apds e antes (1/1o) de sofrer

atenuacdo linear ao incidir na amostra é dada pela exponencial negativa do produto entre o

coeficiente de atenuacdo linear da amostra, 4, e a espessura percorrida 6. No entanto, em um

caso real o coeficiente de atenuacgéo varia espacialmente ao longo da amostra, e ndo pode ser

considerado constante, sendo entdo uma fungéo da posicéo, u (0), e a intensidade do feixe

apos percorrer um comprimento s é dada por

Iy = Io e—fosﬂ(5) ds. (3.2)
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levando-se em consideragéo as variagdes espaciais do coeficiente na amostra. Por outro lado,
o feixe de raios X ndo é constituido por fotons com uma Unica energia, mas sim por uma
distribuicdo continua. Considerando isto, bem como a dependéncia do coeficiente de
atenuacdo da energia do fdton incidente, temos

J‘Eméx I, (E) e—fosu(E,a) a4 (3.3)

Iy =1,

em que os limites de integracdo sdo dados pelo espectro do feixe. O problema a ser resolvido
é, de maneira geral, o de obter a variacdo da intensidade do feixe em cada projecdo adquirida
pelo detector. Portanto, considerando um pixel do detector, a projecdo medida pode ser

escrita como

p= —In (i) _ jo U(8)ds. (33)

Vale lembrar que o coeficiente de atenuacdo € dado pela soma dos coeficientes de

espalhamento e de absorcao, relativos aos fendmenos discutidos anteriormente,
U = Hesp + Uabs: (3.4)
e se relaciona com a densidade de massa, p, pela equacao

PNa (3.5)

u = YRR Ostomo = N - Ostomo:

sendo Na, M e g4:0m0 @ COnstante de Avogadro, a massa molar e a se¢do de choque total da
interacdo entre foton e o atomo presente na amostra, respectivamente. A razdo entre o
coeficiente de atenuacdo linear e a densidade (u/ p) é definida como o coeficiente de
atenuacédo de massa. No caso de uma amostra composta por diferentes materiais, o coeficiente
linear pode ser reescrito como uma média ponderada, em que se considera as diferentes

densidades presentes na mistura,

tmis = 2(H/p)i. pi. (3.6)

Na prética, sdo diversos os fatores que contribuem para a perda de intensidade do

feixe de raios X transmitidos em um ensaio tomografico. A Figura 8 ilustra 0s mecanismos
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gerais de atenuacdo, tanto relativo ao feixe, dado pelo seu comprimento de onda ou energia
(Efston & 1/Ast0n), bem como propriedades da amostra, como niimero atbmico dos atomos
que a compdem, a densidade de massa e a espessura percorrida pelo feixe na geragéo das

projecoes.

Densidade de Massa

g
.

Figura 8: Diferentes causas de atenuagdo de um feixe de raios X. Comprimento de onda do
feixe incidente, e niUmero atdmico, densidade de massa e espessura da amostra. Largura da
seta de saida representa intensidade do feixe transmitido (adaptado de BUZUG, 2008).
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3.6.2 A Fonte de Raios X

Os equipamentos de microCT convencionais contam majoritariamente com um tubo
de raios X, onde o feixe € gerado por elétrons que, ao serem termicamente ejetados de um
filamento aquecido, sdo acelerados por um campo elétrico em direcdo a um anodo. Da
interacdo entre os elétrons e o anodo resulta a radiagdo de frenagem (bremsstrahlung),
formando um feixe de raios X com distribui¢do continua de energia. A Figura 9 apresenta
espectros de raios X gerados por um tubo de um equipamento de microCT (vjtome|x m 300)
com energia maxima de 60 keV, analisados por (ROMBERG JR. et al., 2021).
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Figura 9: Espectros do feixe de raios X de um microtomégrafo convencional (v|tome|x m
300), configurado para tensdo maxima do tubo de raios X de 60 kV, sem filtros (azul) e na
presenca de filtros de Al e Cu comumente usados na literatura. Adaptado de ROMBERG JR.
etal., 2021.

O espectro ndo filtrado possui picos caracteristicos de tungsténio préoximos a 10 keV
(azul em Fig. 9), que é o material que compde o anodo. O espectro na presenca dos filtros de
aluminio, por outro lado, apresenta menor intensidade para fétons de baixa energia,
aumentando a energia média do feixe, dado que, como mencionado anteriormente, fotons
menos energéticos tendem a ser mais absorvidos dos que aqueles mais energeticos. Assim, a
utilizacdo destes filtros metalicos reduz a presenca de artefatos de endurecimento do feixe

(beam hardening) na imagem reconstruida (BUZUG, 2008).

O feixe produzido por uma fonte sincrotron, por outro lado, possui reduzido efeito de
endurecimento de feixe, com um espectro com variacdo muito menor em energia (Figura 10),
e com intensidade de duas ou mais ordens de grandeza maior do que as de tubos de
equipamentos de laboratdrio. O fluxo, medido em fotons por segundo, do tubo que gerou os
espectros da Fig. 9, por exemplo, é da ordem de 108-10° (SEARS et al., 2016), enquanto na
linha UVX, onde foram medidas as amostras deste trabalho, é da ordem de 10'°-10*, como

observado na Fig. 10.
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Figura 10: Espectros do feixe de raios X pela fonte sincrotron UVX, no CNPEM, mostrando
o fluxo do feixe néo filtrado e na presenca de filtros de Si de diferentes espessuras. Fonte:
MARTINEZ-ZELAYA, 2018.

3.6.3 Reconstrucao

A aquisicdo das projecdes, sucede-se o processo de reconstrucdo da imagem, no qual
0 produto é uma imagem digital 3D que representa o objeto real, previamente escaneado. A
importancia da obtencdo desta imagem reside principalmente no fato de que é possivel, na
representacdo digital da amostra, a analise da sua morfologia interna, possibilitando,
inclusive, a quantificacdo de diversos parametros de interesse cientifico, além da preservacao
digital do objeto em acervo digital (KEKLIKOGLOU et al., 2019).

A reconstrucdo se da através de operacGes matematicas complexas, sendo usados
algoritmos desenvolvidos especificamente para este proposito, cujas classificagfes refletem
0 modelo matematico utilizado, e podem ser divididos em trés categorias: iterativos,
analiticos e aqueles com base em inteligéncia artificial baseada em dados ou aprendizado
(STOCK, 2019). A reconstrucdo é um problema de solucéo inversa, onde se deseja recuperar

a informacdo original a partir de projecdes.

O problema foi matematicamente resolvido por Radon em 1917, como mencionado
anteriormente. Na pratica, no entanto, € preciso introduzir fatores como a limitacdo de
aquisicdes (no formalismo original de Radon, tomam-se infinitas projecdes), bem como
particularidades e imperfeicdes da fonte de raios X, geometria do feixe e sistemas de
deteccdo. Neste sentido, diversos algoritmos foram desenvolvidos para otimizar a
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reconstrucdo de imagens e, dentre os mais utilizados em aplicacdes de microCT estédo 0s
baseados no método de Retroprojecdo Filtrada, ou Filtered Back Projection (FBP), sendo
empregado tanto em softwares de reconstrucdo de microCT de bancada, como no caso do
Skyscan (NRecon), como na aplicacdo por fonte sincrotron (sistema RAFT, MARTINEZ Jr.
et al., 2017), ambos sistemas empregados neste trabalho. Em 1984, (FELDKAMP et al.,
1984) desenvolveram, a partir da transformada de Radon (RADON, 1917) e do Teorema da
Fatia de Fourier, um algoritmo para reconstrucdo de imagens tomograficas obtidas através
de um feixe conico, o Feldkamp-Davis-Kress (FDK), e todos os algoritmos do tipo FBP
desenvolvidos posteriormente partem desta base (VASARHELY | et al., 2020).

O desenvolvimento matematico no qual consiste o processamento realizado por FBP
é denso e bem conhecido na literatura (BUZUG, 2008). Por outro lado, a ideia basica por tras
do FBP ¢ intuitiva e relativamente simples de entender. Tomando como amostra um objeto
de geometria simples, como na Figura 11-a, em que um feixe paralelo de raios X incide sobre
ela, temos que um perfil de atenuacdo é registrado no detector, cuja amplitude € proporcional
a absorcdo do feixe transmitido pela amostra em cada ponto, gerando uma projecdo relativa
a um angulo qualquer durante a rota¢do da amostra (Figura 11-a). Esta projecdo é, entdo,
retroprojetada na imagem, e distribuida uniformemente em todos os pixels no caminho dos
raios X, como ilustrado na Figura 11-b,d. Este processo é repetido, realizando aquisi¢cfes em
angulos diferentes enquanto a amostra € rotacionada em 180 °© (Figura 11:d-g), sempre
somando as retroprojecGes a imagem. Notoriamente, quanto menor o passo angular (e
consequentemente maior o numero de projecdes), maior sdo as informacbes para a
reconstrucdo da imagem digital da amostra, portanto maiores as chances de esta conter
informacdes que melhor representam a amostra real, como pode ser observado comparando
as imagens geradas a partir da somade 1, 2, 3, 4 e 32 retroprojecdes na sequéncia de imagens
Figura 11:d-g. (WILLMOTT, 2019, GONZALEZ e WOODS, 2018, SCHOFIELD et al.,
2020).
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Figura 11: Retroprojecdo Simples. a) Um feixe paralelo de raios X incide sobre uma
amostra circular, o feixe transmitido é registrado em um detector, que gera um perfil de
absorcdo do sinal unidimensional recebido. b) Retroprojecdo do perfil detectado. c,d)
Mesmo processo, com a amostra rotacionada em 90°. A reconstrugdo da imagem digital a
partir da soma das duas retroprojecfes anteriores gera e) uma imagem onde é possivel
identificar um objeto central, mais denso, ao centro, cuja forma €é aprimorada
sucessivamente com f) a soma de 3, g) 4 e h) 32 retroproje¢des. Adaptado de BUZUG, 2008.

A Figura 11-h representa uma reconstrucdo utilizando o método de Retroprojecao
Simples, onde podemos observar, além da imagem que representa a amostra, artefatos na
imagem que aparecem como borrdes (blurring), derivados da superposi¢édo de retroprojecdes
adjacentes, que também pode ser observado na Figura 12-a. O FBP aprimora a qualidade da
imagem reconstruida ao introduzir uma etapa de filtragem apos a aquisi¢do dos dados de
projecédo (Figura 12-c). Nessa etapa, um filtro de frequéncia espacial é aplicado aos perfis de
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atenuacéo, enfatizando os componentes de alta frequéncia e suprimindo os componentes de
baixa frequéncia presentes nos dados de projecdo. A diferenca entre os resultados dos
métodos pode ser observada na Figura 12, realizada a partir de um Phantom digital quadrado,
notando especialmente as vistas topoldgicas das reconstrucdes obtidas por ambos métodos
(Figura 12-b,d)

Figura 12: Utilizando uma amostra quadrada, é observada a reconstrucédo e imagem de
sua topologia 3D realizadas a partir do método de a,b) Retroprojecdo Simples e c,d) FBP,
respectivamente. Adaptado de BUZUG, 2008.

3.6.4 A Imagem Digital

As imagens digitais sdo matrizes de pixels (2D) ou voxels (3D), cujos niveis de cinza
assumem valores inteiros no intervalo [0,255], no caso de imagens 8-bit, ou [0,65535] em
imagens 16-bit. Os niveis de cinza dos voxels, como discutido anteriormente, sdo dados pela
absorcéo de raios X naquela dada regido da amostra, e o contraste reflete as diferencas de
densidade dos materiais presentes na amostra. Assim, € possivel diferenciar materiais a partir

do nivel de cinza que apresentam na reconstrucao, como ilustrado na Figura 13, onde pode-
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se verificar o perfil de linha, ou seja, como o0s niveis de cinza dos pixels variam ao longo da
linha tracada (Plot Profile, no Fiji). A Figura 13-a representa um corte transversal de uma
amostra de tibia de rato, contendo biomaterial (CHA) implantado ha 12 semanas. A Figura
13-b apresenta a variagédo dos niveis de cinza (Gray Value, GV) dos pixels ao longo da linha
tracada na Figura 13-a, onde é possivel identificar, a partir das diferencas entre os valores, as
regides onde se encontram os diferentes materiais escaneados, sendo, neste caso, em ordem
crescente da densidade observada (e respectivos valores de GV): background (ar, GV < 3),
resina (~ 18-25), 0sso novo (~ 108-115), cortical maduro (~120-137) e biomaterial (~ GV >
140).

CBPF_12sem__rec00000688-1 (75%) bl [m] X
"CBPF_12sem__rec00000688"; 7368x8448 pixels (1228x1408); 8-bit, 1.6MB
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Figura 13: No software Fiji, a reconstrucdo de uma microtomografia de um corte
transversal de uma tibia de rato contendo biomaterial (CHA) implantado ha 12 semanas, em
niveis de cinza. a) Linha tracada para o perfil de linha (amarelo), percorrendo as regides
da imagem contendo (em ordem crescente de densidade): background, resina, 0Sso novo,
cortical maduro e biomaterial. b) Perfil de linha apresentado como fungdo dos niveis de
cinza dos pixels percorridos.

As imagens digitalmente reconstruidas possibilitam, além da inspecdo visual das
estruturas internas da amostra, a quantificacdo de diversos parametros relativos a morfologia
dos materiais contidos no objeto escaneado. Mais especificamente, no caso das amostras

analisadas neste trabalho, que consistem em amostras dsseas tais como a disposta na Figura
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13, é também possivel analisar a rede trabecular quanto & sua forma e arquitetura. Tais
andlises requerem tratamentos de imagem mais avancados e especificos, que serdo discutidos

no proximo capitulo.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Biomateriais

Os biomateriais utilizados neste trabalho sdo trés compdsitos diferentes, que
consistem em uma mistura do polimero alginato de sdédio e pds nanoestruturados de
hidroxiapatita (HA), hidroxiapatita carbonatada (CHA) e CHA com adi¢do de estroncio
(SrCHA). Os biomateriais foram produzidos no Laboratério de Biomateriais, no Centro

Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

4.1.1 Sintese dos p6s de HA, CHA e SrTCHA

Os p6s foram sintetizados por método de precipitacdo por via tmida, com teor tedrico
de 6% em peso de COgz, 5% em peso de estroncio (no caso da SfrCHA), e razdo Ca/P entre
1,6 e 2,0. A partir de uma solucdo de 0.2 M de nitrato de célcio [Ca(NOs3).-4H,0], é
adicionada solucdo aquosa de 0,12 M de fosfato de aménio dibasico [(NH4)2HPQ4], contendo
0.0012 M de carbonato de aménio [(NH4)2COz]. Uma taxa de adicdo de reagentes de 30
ml/min, com agitacdo mecéanica de 240 rpm, com tempo de digestdo de 180 minutos em
pH=9. A sintese da STCHA 3% seguiu 0 mesmo protocolo, sendo a solucdo, aonde foram
adicionados 0 (NH4)2HPO4 e 0 (NH4)2COs3, composta por 0.1990M de Ca(NO3)2-4H20 e
0.0098 M de nitrato de estroncio [Sr(NOz)]. Em seguida, os precipitados solidos sintetizados
foram filtrados e lavados com agua deionizada (MilliQ Millipore Corporation) até a
neutralizacdo do pH, em pH=7. Os materiais foram ent&o secos por liofilizagéo, e separados
pela faixa de granulometria < 75 um, tendo sido usadas peneiras de aco inox para evitar
contaminagdo. A SrCHA foi sintetizada & 37 °C, e a CHA a 5 °C. A HA foi sintetizada a 90
°C, e sinterizada a 1000 °C. Os materiais na forma de p6 foram entdo embalados em frascos
de polipropileno devidamente esterilizado, e estocado em dessecadores com temperatura e

umidade controladas.
4.1.2 Confeccgéo das microesferas

Ap0s o preparo dos pos contendo as nanoparticulas, € necessario processar 0s pos na

forma de microesferas. Para tal, foi preparada uma solucéo de alginato de sddio 1% em massa
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do biopolimero (Sigma Aldrich/Fluka Biochemika, Buchs, Suica) em &gua deionizada. Os
diferentes pds foram adicionados a solucdo aquosa de 10 mg/ml alginato de sodio na
respectiva proporcdo de alginato/apatita 1:15 em massa. Em seguida, a mistura foi agitada de
modo a homogeneiza-la completamente, resultando em uma pasta ceramica. Entdo, foi
realizada a extrusdo da mistura através de agulhas 24 G 1 % (0,55 x 20 mm) (BD Precision
Glide®, Curitiba, PR), previamente esterilizadas, seguido de gotejamento em uma solugéo
de cloreto de calcio 0,15 M (CaCl,). A formacdo das esferas ocorre a partir da geleificagdo
completa do alginato, apds 24 horas em solucéo de cloreto de CaCl, em recipiente fechado.
As microesferas foram entdo lavadas em &gua deionizada de modo a eliminar totalmente a
solucdo salina. Finalmente, as microesferas foram levadas a estufa, durante 12 horas a 30 °C.
Para a separacdo, foi utilizada faixa de granulometria em peneiras de aco inox entre 425 um
a 600 um, e embaladas em recipientes de polipropileno. Por fim, os materiais foram
esterilizados no Laboratorio de Instrumentac&o Nuclear, no Programa de Engenharia Nuclear
da COPPE/UFRJ, por radiacdo gama (Irradiador de Cobalto 60), com dose total aplicada de
15 kGy nas amostras, taxa de dose de 19, 72 Gy/min, e tempo total de irradiacdo de 760

minutos, tendo sido estocados em dessecador com temperatura e umidade controlados.

A citocompatibilidade e biocompatibilidade dos materiais foram verificadas em
trabalhos anteriores (VALIENSE et al., 2015; KAMMER et al., 2016; Barros et al., 2012)
tanto in vitro quanto in vivo, em diferentes modelos (e.g. implante subcutaneo, tibia, ensaio
histoldgico, calvaria). O grupo de amostras selecionadas constitui, portanto, um conjunto
ideal de amostras para entender se e como a fragmentagcdo do biomaterial, composto por
microesferas do polimero alginato contendo nanoparticulas de fosfato de célcio, afeta a
arquitetura e estrutura da rede de trabéculas formadas no reparo 6sseo. Ademais, maiores
detalhes sobre o método de sintese dos p0s de hidroxiapatita e a confeccao das esferas pode
ser encontrado em (SARTORETTO, 2018 e MARTINEZ-ZELAYA, 2019).

4.1.3 Modelo in vivo

O modelo in vivo consistiu no defeito ndo critico em tibia de ratos (Wistar). Neste
modelo, é feita uma abertura circular de 2 mm de didmetro na regido da diafise, utilizando

uma broca cirdrgica. A implantacdo dos biomateriais foi realizada pelo grupo do
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Departamento de Cirurgia Oral da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
Fluminense. O tempo experimental foi de 21 dias, um periodo no qual o crescimento 6sseo
na regido do defeito ainda se d& na forma trabecular, possibilitando a analise da arquitetura
trabecular formada na presenca dos biomateriais (MARTINEZ-ZELAYA et al., 2021).
Decorrido o periodo de 21 dias apds os implantes, os animais foram eutanasiados, e suas
tibias fixadas e incluidas em resina. Detalhes sobre os procedimentos cirurgicos utilizados na
implantacéo, eutanasia, coleta das amostras, bem como a fixacdo destas em resina e ética no
manejo dos animais podem ser encontrados em (SARTORETTO, 2018 e MARTINEZ-
ZELAYA, 2019).

4.2 Técnicas Experimentais

De modo a caracterizar 0 0sso hovo na presenca do biomaterial, foram realizadas as
técnicas de microCT (convencional e por SR-microCT) e FIB-SEM. Nesta secdo sao
descritos os equipamentos utilizados e seus respectivos parametros e métodos de analise dos

dados.

4.2.1 MicroCT

A microtomografia € uma técnica com setup versatil, que compreende diferentes
aparatos experimentais em suas aplicacdes, dependendo do que se deseja observar. Neste
trabalho, a fim de avaliar a fragmentacdo do biomaterial, se faz necessaria o uso da SR-
microCT, especialmente no caso em que ha alta fragmentacdo (SrCHA), onde uma parte
consideravel dos fragmentos é menor do que é possivel quantificar por microCT
convencional (fragmentos da ordem de micrémetros, por exemplo). Por outro lado, a
microCT convencional possui a vantagem de ser relativamente mais acessivel, assim
questdes cientificas que podem ser resolvidas por analises com imagens de tamanho de pixel

da ordem de 5 um podem se beneficiar de microtomografos de bancada.
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4.2.1.1 SR-microCT (IMX)

As aquisicOes das amostras foram realizadas na linha de luz de microCT (IMX), no
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). As amostras foram posicionadas entre o
detector e a saida do feixe policromatico de raios X, com energia dos fotons entre 4-24 keV.
De modo a possibilitar a visualizagdo de detalhes ndo observados no modo de transmisséo,
as medidas foram realizadas em modo de contraste de fase. Para cada amostra analisada,
foram adquiridas 2048 projecdes, com rotacdo completa das amostras (360°). Filtro de Si de

950 um foram usados para minimizar os efeitos de endurecimento do feixe (beam hardening).

A reconstrucdo das imagens foi realizada com o software RAFT, do LNLS. e o
software FI1JI (ImageJ) para recortar a regido de interesse e reduzir o tamanho dos dados. As
imagens reconstruidas tém voxel isométrico com tamanho de (0.82 um) 3, e dimensdo de
2048 x 2048 x 2048.

4.2.2 Microscopia eletronica de varredura de duplo feixe (FIB-SEM)

O material obtido foi montado em um suporte para FIB-SEM utilizando cola de prata,
sendo posteriormente depositada uma camada de 1 pm de ouro sobre a superficie da amostra.
As imagens foram obtidas utilizando o microscépio eletrénico de varredura de duplo-feixe
Lyra3 (Tescan). Inicialmente, foi utilizado um feixe de galio, com uma corrente de 10 nA,
para desbastar a superficie do bloco até produzir uma regido em forma de “U” a partir da
qual foi exposta a regido que seria utilizada para a obtencao das imagens. Utilizando a funcéo
slice and view, a resina do bloco foi desbastada com o feixe de Ga+ (em um angulo de 55°
em relacdo ao feixe de elétrons), utilizando uma corrente de 1 nA. Entre um corte e outro, a
superficie do bloco foi visualizada com o feixe de elétrons, sendo obtida uma imagem a uma
voltagem de 10 kV, no modo de detecgéo de elétrons retroespalhados, com cortes de 50 nm

e tamanho de pixel de 15 nm.
4.3 Processamento

O processamento e analise das imagens tomogréaficas foi realizado de forma distinta
para as imagens adquiridas por SR-microCT e as oriundas do tomografo de bancada. Nesta

secdo séo discutidos ambos 0s processos.
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4.3.1 SR-microCT

A metodologia empregada no processamento e anélise das imagens de SR-microCT
seguiu uma serie de processos, passando pelo uso de diversos softwares, de modo a aproveitar
0 melhor de cada um de maneira eficiente. O Fluxograma abaixo ilustra as diferentes etapas

deste processo.

Fiji (Image)) Avizo Annotat3d Avizo Avizo ITA
+ Alinhamento; « Aplicagao de filtros; + Binarizagdo da « Inputdo label seg- + Parametros + Corregéo do
* Reducdo da « Separagéo de back- imagem separando mentado; morfométricos (e.g.: esqueleto
imagem. ground. apenas a fase de in- + Mascareamento da fragao de volume + Extragao dos
teresse (e.g.: bioma- imagem usando a 6sseo, espessura parametros
terial, 0ss0 novo); fase segmentada; trabecular e taman- relativos aos
+ Exportagao do label - Outputda imagem ho de particulas de angulos
segmentado. sem a fase pre- biomaterial); intratrabeculares
viamente seg- * Modelos 3D. (distribuicado dos
mentada. nodos 3N, 4N e 5N,

abundancia de
nodos e
planaridade).

Figura 14: Fluxograma da metodologia de anéalise das imagens de SR-uCT.

As imagens obtidas por SR-microCT possuem um tamanho de pixel
significativamente menor (0.82 um, no caso das amostras deste trabalho) e tamanho da
imagem maior (~ 3000 x 3000 x 2000) do que as produzidas pela microCT convencional, o
que implica em maior custo computacional tanto na renderizacdo quanto para as
quantificacbes. Por esta razdo, se faz necessaria uma etapa inicial de processamento, anterior
a segmentacdo, onde a imagem reconstruida possa ter suas dimensdes reduzidas. Nesse
sentido, portanto, a imagem reconstruida é levada ao software Fiji (ImagelJ), onde pode ser
reduzida (funcéo crop) de modo que, ao fim desta etapa, reste a menor imagem possivel que
contém a amostra. Ao realizar este processo no caso da amostra SfCHA, por exemplo, suas
dimensdes foram reduzidas de 3318 x 3318 x 2048 para 2838 x 2928 x 2048 (de ~22 GB
para ~16 GB, respectivamente).
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Figura 15: Imagem da SrCHA, a) original e b) ap6s o crop e remoc¢ao de background.

O volume recortado é entdo aberto no Avizo, onde a imagem sera filtrada. Imagens
tomograficas, especialmente as adquiridas por SR-microCT, costumeiramente possuem
artefatos de imagem que impossibilitam que a segmentacéo seja realizada apenas por selecéo
de um limiar (threshold) no histograma de niveis de cinza de determinada imagem. Faz-se
necessario, portanto, o uso de filtros que eliminem ou suavizem tais artefatos. Como filtros
alteram a imagem, é fundamental atentar para sua utilizagdo de modo que ndo sejam perdidas
informagdes relevantes contidas na imagem, algo que varia de caso para caso, COmo sera

descrito ao longo dessa segéo.

Inicialmente, deseja-se usar um filtro que suavize levemente a imagem, eliminando
ruidos leves, mas sem causar borramento (blurring) de interfaces entre materiais diferentes
na imagem. Para tal, foi aplicado o filtro Non-Local Means (Buades e Morel, 2005).
Amplamente usado no tratamento de imagens, este filtro é capaz de eliminar ruido enquanto
preserva bordas (Figura 16). Em sua suavizagdo, o peso é dado de acordo com a vizinhanca
dos pixels, onde pixels com vizinhangas semelhantes tem maior peso, e vizinhangcas muito

diferentes tem menor peso na suavizacao.
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Figura 16: Filtro de um corte da CHA, a) original e b) filtrada pelo Non-local Means Filter.
Imagem binarizada, por selecdo de histograma, c) sem e d) com a aplicac&o do filtro. E
possivel notar que, na segmentacéo sem o filtro, diversos pixels associados a resina estao
sendo erroneamente considerados, diferentemente da binarizagéo apds o uso do filtro.

Ap0s o processo de filtragem, é realizada a separacdo do background da imagem, na
qual é efetuada a binarizacdo da mesma, de modo que a imagem seja dividida entre

background (preto) e o resto da imagem (branco).

Sem background, € iniciada a separacdo de fases da imagem. Neste momento, a
imagem contém apenas fases de interesse: 0sso maduro, 0sso novo, biomaterial e resina. Na
binarizagdo das imagens foi utilizado principalmente o software Annotat3D, desenvolvido
pelo CNPEM. Na segmentacdo neste software, inicialmente o operador faz anotacbes em

cortes (slices) da imagem, designando assim um label para cada fase da imagem. Apesar do
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software permitir tentar a segmentacdo de todas as fases de uma sé vez, de modo a otimizar
este processo € aconselhdvel realizar a binarizacdo de uma fase por vez. lIsso é
particularmente necessario em casos em que as diferencas entre as fases ndo sao facilmente
percebidas, como no caso das amostras deste trabalho. Assim, as anotagdes sdo feitas

manualmente, atribuindo a um label conjuntos de pixels conforme ilustrado na Figura 17.

Figura 17: Segmentacd@o no Annotat3D. A partir da a) imagem em niveis de cinza original,
sao realizadas b) anotacGes em cortes da amostra ao longo do volume. Ao computar as
anotacoes, o algoritmo pode generalizar as escolhas tanto para c) um corte, quanto para d)
todo o volume, resultando em uma imagem segmentada com as fases designadas.
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No menu Classification, sdo selecionados diversos parametros de modo a otimizar a
performance do programa. Inicialmente, sdo selecionados os filtros que seréo aplicados na
imagem de modo a facilitar o processo de separacdo da fase desejada por parte do algoritmo,
bem como sua janela de filtragem e peso na imagem (neste caso, foi usada a configuracédo
padrdo, como na Figura 18). O programa trabalha com superpixels, que sao agrupamentos de
pixels proximos que compartilham certa semelhanca (niveis de cinza dentro de um mesmo
intervalo, por exemplo), o que otimiza o0 processamento de imagens reduzindo o custo
operacional e consequente tempo necessario para realizar suas operacGes (GONZALEZ e
WOODS, 2018). Assim, sdo também selecionados o grau de espagamento e compactacao
dos superpixels (Spacing e Compactness, respectivamente). O primeiro define o tamanho de
um superpixel, em pixels (neste caso, 3), enquanto o segundo determina quéo regular serdo
0s superpixels, onde nimeros maiores levam a superpixels mais regulares e com menor
informacdo de borda (tendendo ao quadrado). Nas imagens usadas neste trabalho, a
compactacdo foi definida em 100. A seguir, é selecionado o classificador. O software permite
a selecdo de um classificador, dentre varias opgbes de algoritmos. O classificador que
apresentou melhor desempenho foi o Random Forest (com numero de sementes igual a
1000), tendo sido usado em todas as imagens. Este classificador consiste na técnica chamada
de "Random Forest", que € um método de conjunto que utiliza varias arvores de decisdo
aleatdrias para classificar dados de treinamento em diferentes categorias. Essa abordagem é
utilizada para aumentar a precisao preditiva do algoritmo e reduzir o excesso de ajuste, que
ocorre quando o modelo é excessivamente ajustado aos dados de treinamento e perde sua
capacidade de generalizacao para novos dados. Além disso, a técnica oferece uma vantagem
em relacdo a eficiéncia computacional, com tempos de treinamento mais curtos e maior
robustez na classificagdo. Finalmente, apds o estabelecimento de todas estas etapas, 0
programa processa a imagem de acordo, realizando sua binarizagdo, gerando um label

associado a fase segmentada.
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Figura 18: Selecéo de classificadores no Annotat3D.

Este label ¢, entdo, exportado e aberto no Avizo, onde pode ser reparado (uma vez
gue comumente o label ndo sai perfeito do Annotat3D), e usado para mascarar a imagem,
resultando em uma imagem com uma fase a menos (pixels que representam o label se tornam

pretos, ou seja, GV = 0), e a imagem resultante é levada novamente ao Annotat3D para a
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separacgdo de outra fase. Este processo € repetido até que todas as fases estejam devidamente

segmentadas. A ordem utilizada na separacdo foi: resina, 0sso maduro, biomaterial e 0sso

novo.

Figura 19: Diferentes etapas na segmentacdo da SrCHA. a) imagem original sem
background, b) imagem apenas com as fases do osso trabecular e biomaterial, c)
renderizacdo do volume contendo trabéculas e biomaterial, d, e, f) corte expandido de b),
com a amostra contendo a fase de 0sso e biomaterial antes da segmentacdo, apenas
biomaterial segmentado, e 0sso trabecular com material segmentado, respectivamente.
Escala: 200 gm.

4.4 Analises

A metodologia empregada nas anélises das imagens € discutida nesta secdo, em que
estdo descritos os processos utilizados para a obtencdo dos pardmetros relacionados a
arquitetura trabecular e aqueles empregados para obter os pardmetros morfométricos das

amostras.
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4.4.1 Arquitetura trabecular

A arquitetura trabecular foi caracterizada pelo uso combinado dos softwares Avizo e
ITA app. No Avizo, 0 0sso trabecular ja devidamente binarizado e separado do cortical, é
usado para a obtencdo do esqueleto através do processo de esqueletizacdo da imagem
(Skeletonization). A esqueletizagcdo de uma imagem como a de uma regido de 0sso trabecular
consiste em um processo complexo, com uma sucessdo de passos que devem ser
cuidadosamente empregados de modo que, ao fim, seja obtido um esqueleto que efetivamente
represente a arquitetura da imagem binarizada. Para evitar possiveis erros, é preciso
inicialmente preparar a imagem especificamente para o processo de esqueletizagdo. Este
preparo consiste na eliminacdo de todos os poros das trabéculas e aplicacdo de filtros de
suavizacdo na imagem, o0 que reduz as chances de serem gerados segmentos além daqueles
gue sao necessarios para representar a rede trabecular. Caso contrario, um segmento da rede
com um poro pode se bifurcar, por exemplo, ou, no caso da imagem ndo suavizada, o
algoritmo pode interpretar uma variacdo relativamente brusca de espessura como um novo
segmento. Importante salientar que o uso de funcdes de reducdo de ruido, como a de
suavizacdo, alteram a morfologia das trabéculas localmente, de modo que tais ferramentas
devem ser usadas com cautela, avaliando seus efeitos na imagem. Particularmente, como a
suavizacdao tende a reduzir o diametro dos segmentos de uma imagem binarizada, o uso de
um filtro muito pesado (de méascara com tamanho de pixels da ordem da espessura dos
menores segmentos da imagem) pode levar a perda de segmentos da imagem. Apds a

realizacéo da preparacdo da imagem, pode-se comecar o processo efetivo de esqueletizagéo.

Inicialmente, € aplicada a funcdo Distance Map, que realiza o calculo de um mapa de
distancia a partir de uma imagem binarizada. Este processo consiste em atribuir a cada voxel
um valor igual ao valor da distancia do voxel em questdo até o voxel de borda mais proximo.
A funcdo permite que o usuério defina o raio maximo (em voxels) que um objeto pode ter
para que a transformacéo de distancia seja calculada corretamente. Esse mapa de distancia é
importante para guiar o processo de afinamento dos segmentos da imagem, que € a proxima

etapa deste processo.
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Figura 20: Etapas do processo de esqueletizagdo no Avizo.

Com o mapa de distancias, € entdo usada a funcdo Thinner do Avizo, na qual os voxels
dos segmentos séo removidos de modo que cada segmento se torne uma linha de voxels (raio
de um voxel) (Figura 21-b). Neste processo, sdo determinados os parametros Branches
Minimum Length, que controla a sensibilidade (em voxels) para gerar Branch points (que
definem um segmento do esqueleto); e Max Iterations, 0 numero maximo de iteracGes que o
algoritmo de afinamento realizara para estabelecer um segmento. Quanto maior, maior custo
computacional. Finalmente, é realizada a suavizagdo do esqueleto, através da ferramenta
Smooth Line Set, onde as alteracdes em seus parametros podem diminuir 0 nimero de

segmentos duplicados gerados no esqueleto, de modo que a imagem binarizada final
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represente mais satisfatoriamente a rede trabecular da imagem original. O output deste
processo é um arquivo do Avizo do tipo Spatial-Graph, que pode ser exportado como uma

tabela, possibilitando seu uso em outros programas.

A tabela contendo as informacdes referentes ao esqueleto é, entdo, importada no ITA
app (Figura 21-a) (REZNIKOV et al., 2016). O programa possui um conjunto de parametros
que devem ser inseridos como input, que variam de acordo com o dado analisado. O primeiro
é o Max Merge Edge, que controla a fusdo de n6s quando o segmento que 0s conecta é
suficientemente pequeno. Isso se faz necessario uma vez que o algoritmo de esqueletizacdo
pode gerar multiplos nés falsos dentro do mesmo nd real no esqueleto (Figura 21-b). Para
evitar que isso ocorra, € importante conhecer a espessura média das trabéculas da amostra,
usando este valor (em voxels) para determinar 0 comprimento maximo que um segmento
pode ter, sendo ele ainda muito pequeno para representar um segmento trabecular separado.
Qualquer segmento com comprimento menor que esse valor sera fundido em um Unico no.
Por exemplo, se a espessura trabecular média tem entre 40 e 41 voxels, recomenda-se fundir

os pares de nds separados por menos de 40 voxels.
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Output File
C:\Caio\Pesquisa\DoutoradoVTA\SrCHA21d_TAoutput\SrCHA21d_TAoutput Browse Dir
run A Combine all scans in one xs file Plot
ITA Parameters Cobine Paramters
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Max Dead-End length 40 pixels Node-Types 35
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Progress Status
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Figura 21: a) Interface do software ITA app (REZNIKOV, 2016). b) Subvolume
esqueletizado, em que é possivel ver erros na esqueletizacao realizada pelo Avizo, sendo as
setas amarelas regides de formacdo de um ou mais nos falsos, e as vermelhas indicam falsos
segmentos.
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O parametro Margins permite definir uma margem 3D ao redor da amostra que sera
excluida do calculo ITA. Como é comum que a regido de interesse que compreende a imagem
analisada esteja contida em uma regiao trabecular, como no caso deste trabalho, é esperado
que as bordas apresentem maiores dificuldades em representar a rede trabecular real nas
regides da imagem onde existem trabéculas na borda da imagem. Assim, faz-se necessario
que se tome o comprimento médio do ramo trabecular (comprimento trabecular médio),

calculado pelo Avizo, como base para definir a borda.

O parametro Dead-Ends Threshold determina o comprimento maximo para 0s
segmentos que ndo possuem conexao em uma das extremidades. Segmentos deste tipo com
comprimento acima do estabelecido, em voxels, sdo excluidos. Esta fungdo tenta corrigir
possiveis erros no processo de esqueletizacdo anteriormente descrito, mais precisamente,
elimina possiveis segmentos erroneamente gerados no meio do esqueleto. Por outro lado,
excluir trabéculas desconectadas reais da amostra pode prejudicar significativamente os
resultados — dado que isso alteraria artificialmente a categoria do né ao qual estavam
conectadas (e.g. um segmento eliminado de um n6 do tipo 5N transforma o n6 em um no
4N). Portanto, é recomendado que o valor atribuido a este parametro ndo seja maior que 0
comprimento médio trabecular, em voxels (calculado pelo Avizo). Em Node-Type sao
definidos os n6s que o algoritmo computard, sendo recomendavel o calculo dos nés
compreendidos entre 3:5 na maioria dos casos. Finalmente, o parametro Skeleton Size
Threshold permite o uso de mais de um esqueleto, o que ndo é o caso das amostras deste
trabalho.

O software ITA app tem como saida as informaces relativas aos nodos (3N, 4N e
5N), como abundéancia e distribui¢do angular dos segmentos que os formam, e a planaridade

dos 3N, possibilitando a caracterizagdo quantitativa da arquitetura trabecular.
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199.7 um

Figura 22: Modelo 3D do o0sso novo presente na parte superior da SrCHA, com 0sso
trabecular e o esqueleto representativo da rede de trabéculas.

4.4.2 Parametros morfométricos

Os parametros morfométricos de uma imagem tomogréafica podem ser mensurados
tanto tridimensionalmente, o que compreende uma medida direta baseada em um volume ou
superficie volumétrica renderizada; ou bidimensionalmente, medidos a partir de cortes na
imagem. Neste trabalho foram usadas medidas em 3D dos diversos parametros
morfometricos, tais como (para o 0sso trabecular): BV/TV (fracdo de volume ésseo ocupado
no volume da regido de interesse), Th.Th (espessura trabecular), Th.Sp (separacdo
trabecular), comprimento médio trabecular; no caso do biomaterial, foram computados:
distribuicdo do volume e diametro equivalente de fragmentos de biomaterial, e nimero total

de particulas.
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Figura 23: Modelo de quantificacao por preenchimento de esferas, tanto para o célculo da
a) espessura trabecular (Th.Th) quanto da b) separacéo de trabéculas (Tb.Sp). Adaptado de
(BOUXSEIN et al., 2010).

Os célculos dos parametros 3D foram realizados no Avizo, que utiliza 0 modelo de
crescimento de esferas para este processo. Neste modelo, a espessura local de um objeto em
um dado ponto na imagem, é dada pelo didmetro de uma esfera, sendo que a esfera deve
conter o ponto (sendo este ndo necessariamente o centro da esfera), e estar inteiramente
dentro dos limites da superficie sélida medida (no caso da Figura 23-a, a superficie solida
que limita a esfera é uma regido de uma trabécula). A eficiéncia deste modelo, em
comparacdo com mensuragoes 2D realizadas por cortes de microCT, reside basicamente na
dréstica reducdo do viés relacionado a orientacdo tridimensional de um objeto no volume
analisado (ULRICH et al., 1999). Este € um método baseado em transformadas de distancia
(REMY e THIEL, 2002), no qual é realizada inicialmente a esqueletizagdo do volume, que
identifica o eixo médio de todos os segmentos da imagem, sendo estes, entdo, usados como

referéncia para o crescimento de esferas no interior de um objeto na imagem.

Analogamente, a espessura trabecular (Th.Sp) é medida da mesma maneira, porém
levando em conta os espagos vazios da imagem (Figura 23-b), ou seja, os voxels com valor

de nivel igual a zero na imagem binarizada.
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5. Resultados e Discussoes

Os resultados estdo dispostos de acordo com a respectiva técnica. A microCT
permitiu a caracterizacdo atraves de parametros morfometricos e analises quantitativas
relativas a organizacéo das trabéculas quanto a sua arquitetura. Pela técnica de FIB-SEM foi
possivel analisar a interacdo entre o material € 0 0ss0 novo, enriquecendo a caracterizacdo da

amostra contendo SrCHA.
5.1 SR-microCT

O presente estudo objetivou analisar como a fragmentacdo dos biomateriais afeta o
0ss0 novo formado em sua presenca. Para tal, foi realizada uma selecdo de amostras que
compreendesse diferentes padrdes de fragmentacdo. Nesta secdo sdo discutidos os resultados

obtidos a partir da técnica de microCT por luz sincrotron.
5.1.1 HA

Apos 21 dias de implantacdo, foram contabilizados 24 fragmentos desconectados de
biomaterial na amostra de hidroxiapatita (HA), ocupando aproximadamente 32% do espaco
correspondente ao defeito. A Figura 24-a,b compreende a renderiza¢do de modelos 3D das
fases segmentadas do biomaterial (amarelo) e osso (laranja), onde é possivel observar que a
estrutura esférica das microesferas € ainda perceptivel, tamanha sua baixa fragmentacéo. No
entanto, pequenas formacdes dsseas foram identificadas na amostra, na forma de conexdes

trabeculares conectando fragmentos do biomaterial (Figura 24-c,d).
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Figura 24: HA. a,b) Modelos 3D observados em dois angulos diferentes, com biomaterial
em amarelo e 0sso novo em laranja. c,d) cortes no eixo YZ e XY, respectivamente. Setas
amarelas apontam para o biomaterial e vermelhas para 0sso novo formado entre o0s
fragmentos. Escalas: 200 zm.

Da baixa fragmentacdo dos fragmentos também decorre um espagamento limitado
entre os fragmentos, como ilustrado na Figura 25-a. Em um corte no plano xy, foram feitas
medidas tomando o menor espaco entre fragmentos proximos, onde é possivel perceber que
82% das distancias medidas esta entre 15-86 um, apenas dois fragmentos com distancia
superior a 100 um um do outro, e ainda, é possivel identificar fragmentos efetivamente

conectados a um outro vizinho.
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Figura 25: HA. a) Corte no plano XY, indicando a medida de menor distancia entre
fragmentos proximos (escala: 190 xm). b) Numero de fragmentos por didmetro equivalente.

Os diametros equivalentes (Deq) dos fragmentos de biomaterial foram medidos. O
diametro equivalente de um dado fragmento € o didmetro de uma esfera com volume igual

ao fragmento em questdo. 30% dos fragmentos possuem didmetro equivalente maior que 100
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um (Figura 25-b), tendo sido observadas microesferas ainda muito bem preservadas (Deg >

200 um), dado que o didmetro destas €, no momento da implantagéo, entre 425-600 pm.

A biocompatibilidade da hidroxiapatita confere ao biomaterial uma superficie
favorével para o crescimento 6sseo, tendo sido observada a formacéo de camadas de 0sso na
superficie do biomaterial (Figura 26-a), com espessuras que chegam a pouco mais de 20 pum,
similar ao observado por (MARTINEZ-ZELAYA et al., 2021) com a amostra de CHA
sintetizada a 37°C (CHA37). O osso formado nesta amostra compreende aproximadamente
1% do volume relativo, apenas. Dado que o biomaterial € osteocondutor, sua fragmentacao
ter se configurado em poucas particulas que ocupam grande parte do volume, parece ter
restringido o espaco disponivel para 0 0sso novo crescer, provavelmente limitando o acesso
das células as superficies do material. A formacdo de trabéculas conectando partes de
biomaterial foram observadas predominantemente em regides onde fragmentos menores
estdo presentes, como ilustrado na Figura 26-a. A distribuicdo da espessura trabecular foi
calculada, com ajuste gaussiano com pico em 30,3 um. Apesar de ser costumeiro representar
a espessura trabecular (Tb.Th) de uma amostra como um valor médio a partir de uma
gaussiana, é importante perceber que a distribuicdo contém 3 picos, centrados em 22,3 um,
35,4 um e 43,2 um, respectivamente. No periodo experimental avaliado, (MARTINEZ-
ZELAYA et al., 2021) observaram pico do ajuste gaussiano em 31 um para a amostra de
CHAZ37, contudo com uma distribuicdo mais regular, sugerindo que a formacédo éssea na HA
esta provavelmente em estagio anterior ao caso da literatura, e que o baixo volume dsseo
encontrado nesta amostra pode ser responsavel pela presenca dos 3 picos observados na

analise.
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Figura 26: HA. a) Corte no plano XZ, com medidas da camada 6ssea na superficie do

biomaterial e de espessura de trabéculas (canto superior direito), escala: 150 zm. b)
Distribuicédo da espessura trabecular, com ajuste gaussiano com pico em 30,3 zm.
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5.1.2 CHA

As fases segmentadas da amostra CHA, que consistem no biomaterial (amarelo) e
0sso novo formado em sua vizinhanga (laranja), renderizados juntos e separados, estdo
demonstradas na Figura 27-a,b. A fragmentacdo das microesferas de CHA ndo se deu na
forma de fragmentos menores, mas sim na formacdo de um grande aglomerado constituido
de nanoparticulas e alginato. O biomaterial ocupou cerca de 30 % do volume analisado, em
121 fragmentos.

Numero de Fragmentos

T T T v v T
200 400 600 800 1000 1200 1400
Diametro Equivalente (um)

Figura 27: CHA. Modelos 3D da amostra contendo a) ambas as fases de 0sso (laranja) e
biomaterial (amarelo), e b) apenas biomaterial. c) Distribui¢ao do didmetro equivalente dos
fragmentos. Escala: 200 pm.

Os numeros de fragmentos consistem em um dado importante no estudo da
fragmentacdo dos biomateriais, no entanto € preciso ser analisado junto ao tamanho dos
fragmentos encontrados nas amostras, de modo a efetivamente -caracterizar sua
fragmentacdo. O nimero de fragmentos da CHA € muito similar ao da CHA37 (MARTINEZ-

ZELAYA et al., 2021), por exemplo, no entanto a distribuicdo do tamanho dos fragmentos
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observada é drasticamente diferente (Figura 27-c). O aglomerado possui didmetro
equivalente a uma esfera de quase 1400 pum, correspondendo ao volume de mais de 12

microesferas de 600 pum.

O efeito deste tipo de fragmentacdo foi o pior, dentre as amostras analisadas, no que
se refere & integragdo entre 0sso novo e material, dado que o0 0sso neoformado néo se aderiu
ao aglomerado, tendo crescido, neste caso, apesar do biomaterial, circundando-o, como pode

ser observado nas imagens (Figura 28- a,b).

Figura 28: a) Modelo 3D da CHA, com vistas das proje¢des nos 3 planos, onde é possivel
ver uma lacuna entre o biomaterial e a rede trabecular formada (seta preta). b)
Renderizacdo somente da fase correspondente ao 0sso novo, as projeces nos trés planos
complementam a primeira figura (escala: 200 xm). ¢) Fragmento conectado a uma
trabécula, situado na regido da seta azul em a) (escala: 80 zm).

Medidas realizadas ao longo do espaco entre 0 0sso e 0 biomaterial mostraram que a

variacdo da distancia entre ambos (melhor observada nas Figuras 28-a,b), variou entre 150 e
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300 um (espaco apontado pela seta preta na Figura 28-a). Por outro lado, também foi
observado um fragmento menor de biomaterial que, fora do grande aglomerado, foi
conectado a rede trabecular formada (Figura 28-c, regido indicada por seta azul na Figura 28-
a). Este resultado estd ao encontro do observado por outras técnicas e reportados na literatura
(MAVROPOULOS et al., 2011 e LIRA et al., 2020), reiterando a osteocondutividade do
material que, quando em fragmentos menores, serve como superficie favoravel a formacao
6ssea. Com dimensGes em micrometros de aproximadamente 204 x 141 x 130, é um
fragmento de CHA como o observado também por (MARTINEZ-ZELAYA et al., 2021) no
caso da CHA37, para 0 mesmo periodo de implantacdo (21 dias). A superficie do
aglomerado, extremamente disforme e irregular, junto ao seu tamanho, parecem também ter
influenciado negativamente a capacidade de ades&o de celulas formadoras de 0sso, bem como

da construcdo de pontes entre 0sso e biomaterial, tal qual ocorreu com o fragmento.

A microtomografia por raios X, apesar de ser uma técnica de imageamento poderosa
3D, representa uma “foto” da amostra, ou seja, assim como a maior parte das técnicas de
Imageamento (e.g. radiografia, fotografia e tomografia por outras fontes), o resultado néo
compreende variacdo temporal, representando apenas o estado da amostra em um momento
especifico. Neste caso, no periodo de 21 dias ap6s a implantacdo. E necessério, portanto,
fazer uma consideracao sobre uma outra possibilidade sobre o que pode ter ocorrido na CHA.
Dada a maneira que o biomaterial se degradou, também é possivel que uma camada de
alginato tenha se concentrado na extremidade do volume do aglomerado, tendo este servido
como superficie osteocondutora em um periodo inicial apos a implantacdo, e que tenha se
dissolvido previamente a eutanasia do animal e subsequente fixacdo da amostra de tibia em
resina e analise por microtomografia. Fatores que corroboram esta hipdtese sdo a distancia
entre biomaterial e osso relativamente constante, bem como a forma do 0sso neoformado na
vizinhanca do espacamento entre ambos. Este trabalho ndo teve como objetivo caracterizar
como se d& a fragmentacgdo dos biomateriais ao longo do tempo, para isto seriam necessarias
medidas em tempos diferentes de implantagdo. Contudo, o que pdde ser observado,
considerando esta hipdtese ou nao, € que o aglomerado formado no periodo analisado (Figs.
27 e 28) efetivamente ndo configurou uma superficie favoravel ao crescimento 0sseo, tal qual

explanado anteriormente.
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5.1.3 SrCHA

As microesferas contendo hidroxiapatita carbonatada dopada com estroncio (Sf*CHA)
apresentaram a maior fragmentacdo dentre as amostras estudadas. A Figura 29 mostra um
gréfico comparativo do numero de fragmentos isolados encontrados em cada amostra. O
numero de fragmentos encontrados na STCHA é de pelo menos 2 ordens de grandeza de

diferenga dos demais, tendo sido contabilizados 14765 fragmentos de biomaterial.
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Figura 29: Namero de fragmentos de biomaterial encontrados nas amostras de STCHA
(preto, 14765), HA (24, vermelho), CHA (121, azul) e CHA37 (89, amarelo).

A analise visual das imagens de SR-microCT mostraram que o biomaterial da amostra
SrCHA, extremamente fragmentado, impregnou o interior do tecido 6sseo, tendo se tornado
parte da estrutura trabecular. A Figura 30-a mostra um corte transaxial da amostra, na forma
de uma fatia do modelo 3D contendo apenas a regido trabecular, onde € possivel observar as

particulas do biomaterial (amarelo) circundados por 0sso novo (marrom). A partir da
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esqueletizacdo das trabéculas, observando apenas a disposicdo do biomaterial na mesma
regido (Figura 30-b), torna-se ainda mais perceptivel a conformidade dos fragmentos a
arquitetura trabecular, evidenciando novamente, agora a partir de uma técnica de

imageamento tridimensional, a biocompatibilidade do material.

Biomaterial

Osso novo

N

200 um

Figura 30: Secédo transversal, mostrando a dispersdo do biomaterial, em amarelo, a) no
interior do 0sso (marrom), e b) o material como parte integrante do esqueleto que compde
a arquitetura trabecular. No canto superior esquerdo, tracos em cinza apontam para a
regido do corte na figura de referéncia.

A Figura 31 apresenta um modelo do defeito, em sua vista frontal, sendo a escala de
cores usada para representar a variacdo de espessura das trabéculas na amostra. Na escala,
quanto mais proximo do azul, menor a espessura da trabécula representada (até ~30 um), e
quanto mais préximo do vermelho, maior a espessura (acima de ~50 um), com valor

intermediario em ciano e verde (~30-50 um). E possivel verificar a maior concentragéo de
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trabéculas menos espessas nas extremidades do 0sso hovo mais proxima ao centro, o que é

esperado dado que essas sdo provavelmente as trabéculas mais recém-formadas da amostra.

Figura 31: a) Mapa da espessura trabecular da SrCHA expresso por um mapa de calor.
b,c,d) Cortes transversais situados nas marcacgdes em a) evidenciam que o intervalo inferior
a 40 um compreende quase a totalidade das espessuras das trabéculas medidas.

A distribuicdo da espessura trabecular da SrCHA apresentou uma forma gaussiana,
com média de 39 um (Figura 32). Em contrapartida, o valor de referéncia (CHA37,
MARTINEZ-ZELAYA et al., 2021) possui média de 31 um, indicando, portanto, que o
material contendo estroncio impactou a morfologia das trabéculas formadas no defeito no

tempo estudado.
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Figura 32: Distribuicao da espessura trabecular da SrCHA e referéncia (CHA37 e coagulo
em azul).

A distribuicdo de comprimento trabecular médio foi medido, tendo sido encontrado
um comportamento semelhante entre a STCHA e a CHA37, contudo néo foi verificado uma
queda na distribuicdo ao se aproximar de 0 na SrCHA, como visto na CHA37 e no coagulo
(amostra com defeito sem implantacdo de biomaterial, Figura 33). Ademais, mais de 50%
das trabéculas tém comprimento médio inferior a 50 um, e a maior concentracdo de

trabéculas (12%) tem até 20 um.
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Figura 33: Comprimento trabecular da SrCHA e referéncia.

As medidas das distribuicbes de espessura Ossea e comprimento trabecular
evidenciam, também, que a técnica de SR-uCT se faz verdadeiramente necessaria no estudo
deste tipo de neoformacdo 6ssea. As medidas de partes da imagem com espessura inferior a

15 pm.
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Figura 34: Diametro equivalente dos fragmentos. No mapa de cores, quanto mais azulado
o fragmento mais perto de 4 xm é seu didmetro, e quanto mais avermelhado mais se
aproxima de 25 pm ou superior. Distribuigdo dos diametros de fragmentos representado
pela frequéncia relativa (%), comparando a SrCHA com a CHA37 (MARTINEZ-ZELAYA
et al, 2021).

Foi possivel evidenciar quantitativamente a diferenca entre a distribuicGes de ambos
os materiais (CHA37 e STCHA). Enquanto o0 CHA37 demonstrou uma distribui¢do de ampla
variabilidade de didmetro equivalente, contendo ainda fragmentos grandes (300-400 pum), e
com a maioria de seus fragmentos na faixa de 25-100 um, a SrCHA, por outro lado, ndo
possui fragmentos de didmetro equivalente superior a 45 um. Na SrCHA, a maioria dos
fragmentos (~70%) tém menos de 12 um de didmetro equivalente, com 22 % no intervalo
12-20 um e o restante na faixa de 20-45 um. Ressaltando que as microesferas, no momento
da implantacdo, possuem didmetro maximo de cerca de 600 um, verifica-se que
aproximadamente 90% dos fragmentos possuem didmetro equivalente a trigésima parte de
uma microesfera original. Este resultado, em paralelo a distribuicdo de espessura trabecular

encontrada na amostra de SfrCHA e a andlise visual da amostra, aponta para o fato de que a
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presenca do material alojado dentro do tecido 6sseo é responsavel pela diferenca entre a
espessura média trabecular entre a STCHA e a CHA, uma vez que a diferenca entre ambos é

de ~ 8 um.

A caracterizacdo do impacto da fragmentacdo do biomaterial na arquitetura 6ssea
consiste, além dos pardmetros morfométricos, no estudo da arquitetura trabecular. Nesse
sentido, faz-se necessario avaliar a distribuicdo dos nodos 3N, 4N e 5N da amostra, bem

como se ddo suas respectivas distribuicdes angulares e abundancias relativas.

A distribuicdo angular dos nodos 3N da SrCHA é mostrada na Figura 35. Foi
verificado que os angulos deste nodo configuram uma distribuicdo gaussiana. A média do
ajuste gaussiano encontrado foi de 114.1° com desvio padrdo o= 31.1° resultado
basicamente igual ao encontrado por (MARTINEZ-ZELAYA et al., 2021) na amostra de
referéncia (CHA37), que apresentou 114.5° de média (c = 36.8°).
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Figura 35: Distribuicdo angular dos nodos do tipo 3N da SrCHA.
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Em uma estrutura de tensegridade ideal, organizada por nodos do tipo 3N, as arestas
estdo igualmente afastadas uma da outra, com angulos de 120 °© entre elas. Idealmente,
também, as arestas estariam todas no mesmo plano. A planaridade dos angulos 3N foi
calculada, e representa um desvio angular do plano formado pelas arestas daquele que seria
0 da organizacao do caso ideal, zero. A planaridade, portanto, é um indice que varia entre 0
e 1, onde 0 significa que as trabéculas do nodo 3N estdo no mesmo plano, enquanto 1 seria
0 caso onde as trabéculas estariam paralelas, contudo neste caso isso seria extremamente
improvavel, uma vez que computar trabéculas paralelas aqui equivaleria a ndo ter removido,
no esqueleto, os segmentos paralelos contidos numa mesma trabécula, sendo que em dois
momentos diferentes tais segmentos séo eliminados, tanto no Avizo durante a esqueletizagéo,

quanto no proprio ITA app.
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Figura 36: Planaridade dos nodos 3N (angulo desenhado na ilustracdo com relacéo a
frequéncia relativa (preto) e o indice de planaridade (vermelho).

O indice de planaridade é dado pelo seno do angulo formado pelo plano do que seria

o nodo ideal e 0 &ngulo formado pelas trabéculas de um nodo 3N real (ilustracdo na Fig. 36).
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O célculo da planaridade mostrou que cerca de 59 % dos nodos 3N possuem um desvio de
até 10 ° de um plano perfeito de uma estrutura de tensegridade; cerca de 84 % tém desvio de
até 20 ° e aproximadamente 96 % tém ate 28 ° de desvio. Comparando ao que (MARTINEZ-
ZELAYA et al, 2021) encontraram para a CHA37, onde ~85 % dos nodos 3N possuem
menos que 10 ° de desvio, pode-se inferir que a presenca dos fragmentos de biomaterial
efetivamente dentro das trabéculas na STCHA afetou este pardmetro.
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Figura 37: Distribuicdo angular dos nodos do tipo 4N da SrCHA.

Os angulos dos nds 4N foram calculados, e observou-se também neste caso uma
distribuicdo gaussiana (Fig. 37). A média da gaussiana foi de 105.8 ° (o = 35.5 9),
precisamente os valores obtidos na CHA. Quanto aos de 5N, a média da gaussiana obtida
para a ST”CHA foi de 101 ° (o = 37.3 ©), como pode ser visto na Figura 38, enquanto na
referéncia foi observada média de 97.8 ° (c = 39.5). Em uma estrutura tetraedrica ideal, os

angulos entre as arestas € de 109.5 °, valor muito proximo ao valor encontrado na SfrCHA.
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No caso de estruturas 5N ideais, a média angular é de 100 ° (considerado que tais estruturas
tem 9 &ngulos, sendo 3 de 120 ° e 6 de 90 ©), também muito similar ao obtido para a STCHA.
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Figura 38: Distribuicdo angular dos nodos do tipo 5N da SrCHA.

A abundancia dos diferentes nodos é representada na Figura 39. Ao todo foram
contabilizados 10.407 nodos, dos quais 74,6 % destes sdo do tipo 3N, 21,8 % sdo do tipo 4N
e 2,9 % do tipo 5N. Cerca de 0.7 % sdo do tipo 6N. Os valores de referéncia sdo 74.1 %,
20.8 % e 3.8 % para os nodos de 3N, 4N e 5N, respectivamente. Observa-se, portanto, uma
relativa padronizagdo entre as abundancias relativas de cada nodo para os biomateriais em

questao.
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Abundancia (%)

defeito 6sseo, analisando como a fragmentagdo das esferas afeta as estruturas hierarquicas
do osso novo formado, foi um dos principais objetivos deste trabalho. A partir da avaliacéo
da abundancia de nodos e das distribui¢es angulares dos nodos do tipo 3N, 4N e 5N, foi
possivel constatar que o comportamento do 0sso novo crescido no periodo estudado (21 dias
apos implante) ndo é afetado pelo grau de fragmentagdo do material composto por fosfato de
calcio contendo Sr para estes parametros, tendo sido mantidas tais caracteristicas relativas a
organizacdo trabecular para o biomaterial de alta fragmentagdo (SrCHA), semelhante ao
observado para a CHA37 (MARTINEZ-ZELAYA et al, 2021). Contudo, a planaridade dos
nodos 3N apresentou uma diferenca significativa. Este € um resultado significativo, uma vez

gue aponta para a possibilidade de que este sistema (0sso novo impregnado de fragmentos
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Figura 39: Abundancia relativa e nimero total de nodos encontrados.

Avaliar a osteoconducdo de biomateriais compostos por STCHA implantados em um
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micrométricos e submicrométricos de STCHA) pode representar um importante limiar para o
melhor entendimento da organizacéo hierarquica do 0sso, no qual é verificada a organizacao
trabecular por nodos e suas respectivas distribuicdes angulares, porém com diferenca na
planaridade dos nodos 3N. Ademais, parametros relativos a morfologia das trabéculas
apresentaram diferencas significativas. A diferenca de espessura média das trabéculas da
SrCHA com relagdo a CHA37 (~8 um) é basicamente o didmetro equivalente da maioria dos
fragmentos de SrCHA (onde mais de 70 % dos fragmentos tém até 12 um), levando-se
inclusive em consideracdo uma margem de ~ 2.5 um, equivalente a ~ 3 pixels, é possivel
deduzir, portanto, que a diferenca se da pelo fato de que, na SfCHA, 0 0sso cresceu
envolvendo fragmentos micrométricos do material, enquanto na CHA37 0 0sso cresceu se

conectando a fragmentos maiores de material.
5.2 FIB-SEM

A partir do estudo por microCT das amostras de STCHA, fez-se necessario, de modo
a caracterizar mais detalhadamente o fendmeno observado de integracdo entre o material e 0
0ss0 neoformado, o uso de técnicas que pudessem sondar essas regides da amostra em uma
escala menor. Neste sentido, a técnica de FIB-SEM foi empregada para sondar diferentes

regides da amostra de SrCHA.

A Figura 40 mostra uma regido do defeito escaneada por FIB-SEM. Esta regido foi
selecionada pela microCT por ser uma regido perto do 0sso cortical, sendo provavelmente
uma trabécula mais velha, possibilitando a investigacdo de como o material se adere ao tecido
0sseo desde o inicio do processo de regeneragdo no defeito. Neste caso, a trabécula é formada

quase que inteiramente por biomaterial.
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Figura 40: Imagens de FIB-SEM de uma trabécula proxima ao o0sso cortical. a)
Radiografia com marcagéo do b) corte microtomogréafico usado como referéncia (escala
300 um). ¢) Regido escaneada por FIB-SEM, e d-f) cortes da série, onde é possivel
observar o biomaterial (BM), tecido mineralizado (TM), poros “vazios” (setas brancas),
poros preenchidos por TM (setas pretas) e um canaliculo (seta amarela). Escala de 2 xm.

A anélise da série mostrou que os volumes relativos ocupados pelo biomaterial e
tecido mineralizado foi de 70% e 29%, respectivamente, como evidenciado pelos cortes (Fig.
40:d-f). Foi possivel analisar a porosidade do biomaterial (Fig. 40-d), com poros mais
internos “vazios” (setas brancas), ou seja, no contraste das imagens sdo regides com nivel de
cinza perto do 0, e poros mais proximos da interface com o 0sso novo contendo tecido
mineralizado (setas pretas). As regides identificadas com setas pretas representam regides de
mineralizacdo 0ssea em meio ao material, estando todas elas conectadas com a superficie
externa do fragmento de biomaterial, i.e., na Fig. 40-d as setas pretas apontam poros fechados
em um corte, que na verdade sdo as mesmas regifes apontadas por setas pretas em cortes
posteriores (Fig 40-e,f). Foi identificado um canaliculo, parte de uma célula formadora de

0ss0, em meio a regido de interface (Fig. 40-¢e).
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Em um segundo ensaio, foi escolhida uma regido de formacgéo de 0sso mais recente,
na extremidade do defeito, utilizando novamente um corte de microCT como referéncia
(Figura 41 a,b).

c) Corte 202

Canaliculos

d) Corte 151

Canaliculos

Figura 41: Imageamento por FIB-SEM de uma trabécula na extremidade do defeito. a,b)
MicroCT usada como referéncia (escala 300 um). c-e) Cortes da série de FIB-SEM
mostram o biomaterial (BM) envolto de tecido mineralizado (TM), na vizinhanca de

canaliculos celulares (escala 2 zm).

As Figuras 41-a,b mostram a regido em que foi realizada a anélise, tendo como
referéncia um corte de microCT. Na regido, o biomaterial ocupou volume relativo de 22%,
enguanto o 0sso novo 74%, e ostedcitos ocuparam 4% do volume relativo analisado. Foi
verificado um fragmento de biomaterial completamente envolto de tecido mineralizado
(Figuras 41:c-e), bem como a presenca de células responsaveis pelo crescimento 0sseo na
regido, evidenciando novamente a biointegragédo entre material e 0sso, como observado na
literatura (VALIENSE et al., 2015, KAMMER et al., 2016). Um modelo 3D resultante da
segmentacdo das celulas foi realizado (Figura 42), onde pode ser melhor observada a ligacéo

dos canaliculos celulares ao fragmento de biomaterial.

Trés células foram identificadas e segmentadas na série da trabécula na extremidade

do defeito (Figura 42). PGde-se verificar a conexdo entre os ostedcitos e o fragmento de
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biomaterial (células segmentadas em verde e canaliculos das segmentadas em azul e

vermelho).

Figura 42: Modelo 3D das células (vermelho, azul e verde) presentes na série, proximas a
um fragmento de biomaterial (amarelo). Vistas em perspectiva, a) com o plano xy e b) caixa
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com os 3 planos cartesianos, onde ¢é possivel ver a conexdo entre as células e o material.
Escala: 2,5 um.

Os resultados obtidos por microCT mostraram que existiam trabéculas parcialmente
formadas por fragmentos de Sf*CHA, e as andlises por FIB-SEM evidenciaram isto em uma
escala nanométrica. Um biomaterial que ocupe parte significativa de uma trabécula (com
segmentos inteiros compostos de biomaterial), como foi observado aqui, pode constituir forte
candidato para estudos que objetivam a viabilidade clinica. Até o presente momento, ndo
existem relatos de caracterizacdo tridimensional deste fendmeno na literatura. Ainda, 0s
resultados obtidos aqui podem servir como ponto de partida para trabalhos que analisem a
qualidade do osso novo formado na presenta deste biomaterial, visando o uso deste material

em aplicacdes clinicas.
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6. Conclusoes

Neste trabalho utilizou-se as técnicas de imageamento de microCT e FIB-SEM para
caracterizar a fragmentacdo de microesferas de hidroxiapatita nanoestruturadas e ceramica,
21 dias apos a implantacdo em tibia de ratos e avaliar os seus efeitos na osteoconducao do
material e na arquitetura do 0sso neoformado. O conjunto de materiais analisados constituiu
um conjunto propicio de amostras para entender se e como a fragmentacdo do biomaterial,
composto por microesferas do polimero alginato contendo nanoparticulas de fosfato de

calcio, afeta a arquitetura da rede de trabéculas formadas no reparo 6sseo.

Os resultados de SR-uCT mostraram que a amostra de hidroxiapatita com tratamento
térmico (HA) nédo proporcionou um ambiente favoravel a formacao de uma rede de trabéculas
na regido do defeito. Foi possivel observar sua osteocondutividade, com finas camadas de
mineralizagdo Ossea na superficie do biomaterial, e uma modesta formacéao trabecular em
regides onde houve uma fragmentacdo consideravel das esferas em fragmentos menores. No
entanto, esta € uma amostra altamente cristalina, e sua baixa fragmentacao fez com que parte
substancial do defeito fosse ocupado por biomaterial ndo fragmentado, constituindo pouca
area disponivel para adesdo celular, ainda apds 21 dias, inviabilizando maior crescimento

0sseo neste periodo.

Foi possivel verificar que a CHA sintetizada a 5 °C, material amorfo, resultou em um
grande aglomerado com superficie irregular, sem conexdo alguma com a rede trabecular
formada na extremidade do defeito. Neste caso, o biomaterial também impediu o crescimento
0sseo na regido interna do defeito, por ocupar grande parte do defeito —como na HA —, porém
ainda com o agravante de ter formado um grande aglomerado com superficie irregular,
comprometendo a osteoconducao. Por outro lado, um pequeno fragmento deste biomaterial,
desconectado do grande aglomerado, foi encontrado em meio a rede trabecular, o que sugere
novamente que o tamanho dos fragmentos resultantes do processo de fragmentacdo das
microesferas impacta diretamente na capacidade do biomaterial conduzir a formacgéo déssea
no interior do defeito através de pontes de trabéculas entre o cortical e partes do material.
Outrossim, ainda que ndo fosse o objetivo deste trabalho, a partir dos resultados de

microtomografia verificou-se a necessidade de maiores estudos sobre como se d& a
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fragmentacdo das microesferas deste material, visando otimizar sua confecgao para futuras

aplicacgdes clinicas.

A anélise por microtomografia permitiu a caracterizagdo da morfologia da amostra
contendo SrCHA na escala micrométrica. Com os resultados obtidos, foi possivel identificar
que a arquitetura, representada pelos parametros relativos aos angulos 3N, 4N e 5N
(abundancia de nodos e respectivas distribuigdes angulares), teve sua estrutura mantida de
acordo com os principios da tensegridade, tal como observado na literatura. Também foi
verificado que as trabéculas de STCHA apresentam espessura média maior que as de CHA
sintetizada a 37 °C, observada na literatura, sendo a diferenca entre ambas aproximadamente
0 didmetro médio observado na maioria dos fragmentos de SrCHA. Por outro lado, a
planaridade apresentou diferenca significativa quando comparada aos resultados da
literatura, 0 que sugere que esta amostra consiste em um caso singular, onde apesar da
arquitetura ser mantida no que se refere a distribui¢cdo dos nodos 3N, 4N e 5N, bem como
seus respectivos angulos, a planaridade ndo ¢ a mesma que a percebida nos estudos da
literatura — em 0sso novo na em defeito de tibia com e sem biomaterial constituido por fosfato
de célcio. Conclui-se, portanto, que o material composto por Sf*CHA, impregnado na rede
trabecular em fragmentos micrométricos e submicrométricos, ndo afetou significativamente
a maioria dos parametros avaliados, tendo afetado somente a planaridade dos nodos 3N.
Assim, este sistema constitui um possivel caminho para entender a hierarquia da organizacao
0ssea na escala micrométrica e submicrométrica, representando um possivel caso limite no
que diz respeito & organizacdo da estrutura trabecular. Trabalhos futuros podem partir desta
hipbtese, analisando como a arquitetura trabecular é afetada por este material em diferentes
tempos de implantagdo, por exemplo, com as técnicas e metodologia utilizadas neste
trabalho, bem como técnicas de caracterizagdo quimica, como a fluorescéncia por raios X,
gue podem caracterizar também como se da a dispersao de elementos como estrdncio, fésforo

e célcio na regido do defeito na escala micrométrica.

No que diz respeito a organizagdo hierarquica do 0sso, o fato dos &ngulos entre nodos
ser muito préximo — tanto na STCHA quanto nos trabalhos da literatura —, sugere que nesta
escala hierarquica as estruturas formadas por nodos (3N, 4N e 5N, e suas respectivas

distribuicGes angulares) consistem em modulos hierarquicos da formacao da estrutura final,

78



ainda que existam diferencas no arranjo 3D se observados regides diferentes de um 0sso ou
o0ssos diferentes, dada a inclinagdo do osso trabecular de se rearranjar de acordo com as
demandas mecanicas. Considerando isto, levanta-se a possibilidade de que estes mddulos
hierarquicos sejam, inclusive, anteriores ao parametro “planaridade dos nodos 3N, algo que
deve ser tido como linha de pesquisa futura para o melhor entendimento da organizacéo

hierarquica nesta escala.

O imageamento por FIB-SEM proporcionou a analise da interface entre 0 0sso
neoformado e os fragmentos de biomaterial na nanoescala da amostra de SrCHA. Foi
possivel verificar a integracdo entre fragmentos do material e a matriz de tecido mineralizado
tanto em uma trabécula encontrada préxima ao 0sso cortical, quanto em uma trabécula mais
nova, encontrada na extremidade do defeito. Em ambos os casos foi possivel identificar
atividade celular proxima ao biomaterial, tendo sido inclusive possivel diferenciar
canaliculos de ostedcitos conectados ao biomaterial e entre si. A série realizada na trabécula
mais interna, préxima ao cortical, evidenciou que a maior parte da trabécula era constituida,
de fato, pelo proprio material na regido analisada, em conformidade com os resultados da
microCT. A série obtida da trabécula mais nova, na extremidade do defeito, apresentou um

fragmento de biomaterial completamente circundado por tecido mineralizado.

As técnicas de microCT e FIB-SEM se mostraram complementares na andlise da
SrCHA, possibilitando analisar tridimensionalmente a integracdo entre fragmentos do
biomaterial e 0 0sso novo na escala micro e nanométrica. A metodologia empregada neste
trabalho pode ser empregada na avaliacdo da qualidade de biomateriais voltados para a

regeneracao Gssea.
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