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RESUMO

O carvao ativado (CA), um material altamente poroso e de baixo custo, foi testado como biosubstituto

material para cicatrizacdo de defeitos dsseos. O objetivo deste trabalho foi investigar o uso de 4 diferentes materiais de carvao
ativado no processo de reparo tecidual, verificando aspectos morfolégicos e biomecanicos do osso. Os experimentos foram
realizados perfurando tibias de ratos e preenchendo as cavidades 6sseas resultantes com quatro tipos de ACs (AC1, 2, 3 e 4).
Um grupo controle (CTL) e um grupo com les&@o n&o tratada (NT) também foram incluidos. A eficiéncia do reparo foi avaliada
apds 30 dias. Nao foi encontrada alteragéo da atividade hepatica e renal, tanto pela avaliagéo histolégica desses érgdos quanto
pelos niveis de SGOT/SGTP e ureia. Um aumento nos niveis de ALP foi observado no grupo NT, enquanto todos os grupos com
ACs mantiveram essa enzima préxima aos valores do grupo CTL. O estudo histolégico do osso foi realizado para avaliar a
organizagao do tecido 6sseo formado, em comparagdo com a qualidade do reparo apds o tratamento. As propriedades
biomecanicas (For¢ca Maxima = Fmax e Deformagéo Maxima = Dmax) do osso foram avaliadas por testes de flexdo de trés
pontos. O grupo NT apresentou tecido 6sseo imaturo e, embora os grupos AC1, AC2 e AC3 tenham apresentado tecido de
granulagao, indicando atraso na organizagéo 6ssea, os valores de Fmax se mantiveram semelhantes ao grupo NT. O grupo AC4
apresentou propriedades mecénicas e organizacéo tecidual semelhantes ao grupo CTL. Carvdes ativados permitem crescimento
tecidual em modelo de defeito 6sseo tibial em ratos. Entretanto, as caracteristicas estruturais especificas dos ACs séo
importantes e podem contribuir para uma melhor organizacéo do tecido 6sseo, uma vez que o AC4 apresentou melhores
resultados histologicos e biomecanicos que os materiais AC1, AC2 e AC3. Concluindo, o carvao ativado AC4 (Norit ROX0.8)
permitiu crescimento 6sseo organizado com propriedades mecanicas semelhantes ao tecido normal CTL, em modelo de defeito
osseo tibial em ratos. O desempenho superior do AC4 pode estar relacionado as suas caracteristicas estruturais.

Palavras-chave: Carvéo ativado; propriedades biomecénicas; biosubstituto; cicatrizacdo 6ssea.

1. INTRODUGAO e remodelagao (Srouji & Livne, 2005, Martino, et al., 2015). O
funcionamento adequado dessas etapas tem grande relevancia
Doengas 0sseas, como fraturas e defeitos dsseos, séo para um reparo 6sseo eficaz. Na primeira fase, um hematoma
problemas frequentes enfrentados pela populagdo mundial. & formado dentro da fratura, causado pela interrupgéo da fungéo
Fraturas podem resultar de traumas diretos ou indiretos, torgdes ~ vascular normal e distorgéo da arquitetura éssea (Martino, et al.,
ou quedas (Hunter, et al., 2024), enquanto defeitos 6sseos 2015, Schindeler, et al., 2008). A segunda fase é subdividida
podem surgir de processos patologicos ou problemas em dois estagios: primeiro, um calo fibrocartilaginoso é formado,
ortopédicos, malformagdes congénitas, infecgdes, tumores e cujo tamanho é diretamente proporcional ao movimento do
excisdo cirtrgica (Banjretal., 2013fr8bmats, et al., 2014). paciente na zona da fratura, entdo uma formagéo de calo 6sseo
Essas alteragdes dsseas estruturais podem reduzir primario de formato irregular é estabelecida. Finalmente, o
consideravelmente a qualidade de vida humana, afetando ultimo estagio do reparo 6sseo € marcado por uma remodelagédo
inicialmente a locomogé&o e posteriormente apresentando efeitos ~ gradual em dire¢&o ao formato original do osso. A remodelagéo
colaterais graves. é realizada por meio de uma conversao de matriz de tecido

irregular em osso, um processo regulado pela reabsorcéo
seguida pela formagéo 6ssea (Martino, et al., 2015, Schindeler,
et al., 2008, Papadimitropoulos, et al., 2015). Essas alteragdes

O o0sso é um material biocomposto complexo, morfologicamente morfologicas causadas pela lesdo séo facilmente evidenciadas

constituido por células e fibras, e basicamente composto por por estudos histoldgicos

uma matriz de colageno, micro e nanocristais de hidroxiapatita

(Ca10(P0O4)6(OH)2 com proporgdes Ca:P variando de

1,37-1,87), agua e uma substancia fundamental, como sais

inorgéanicos e proteinas (Planell & Navarro, 2009, Peppas, et

al., 2007). Uma ruptura na continuidade do tecido 6sseo produz (Dall'Oca, et al., 2014, Kamml, et al., 2024).

um mecanismo de reparo.
As terapias habitualmente realizadas no caso de fraturas
baseiam-se em tratamentos conservadores como a imobilizagdo

completa do osso afetado ou a intervengao cirdrgica com

A cicatrizagdo dssea é um processo de reconstrugcio que recurso a implantes ou biomateriais, enquanto que os defeitos
envolve multiplas etapas, essencialmente divididas em trés 0sseos sdo corrigidos através de procedimentos de enxerto
fases distintas: inflamatdria, reparadora 6sseo
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(Dym & Pierse, 2011) ou por implantacdo de préteses
biocompativeis (Mehboob & Chang, 2014, Tan, et al., 2013,
Tejero, et al., 2014).

Esses processos de corregdo atuais sédo caros, em parte devido
ao tipo de cirurgia empregada, mas principalmente devido ao
custo do material usado no reparo (Tejero, et al., 2014).

Para superar esses problemas, muitos estudos anteriores
mostraram a potencial aplicagdo de biomateriais (Planell &
Navarro, 2009, Venkatesan, et al., 2015, Wang, et al., 2014, Lee,
et al., 2014, Yavari, et al., 2014, Khan, et al., 2014, Cabrejos-
Azama, et al., 2014) ou terapias alternativas (Gabbai-Armelin, et
al,, 2019, Oliveira, et al., 2010, Fangel, et al., 2011).

na reconstrugdo 6ssea, com o objetivo de permitir uma cirurgia
mais simples, rapida e barata.

No entanto, alguns materiais ainda séo caros.

Além disso, a maioria dos biomateriais atualmente empregados
também sao baseados em nanoparticulas, e varios trabalhos
mostraram que materiais contendo nanoparticulas ou estruturas
de tamanho nanométrico, como hidroxiapatita, dioxido de titanio,
ouro, silica e prata (Chen et al., 2014, Gui et al., 2011, Nishimori
et al.,, 2009, Sukirtha et al., 2012) podem induzir toxicidade.

O acumulo de substancias perigosas no figado e nos rins causa

grande preocupacéo, principalmente quando aparecem alteragées
morfolégicas e fisioldgicas internas (Chen, et al., 2014). Tanto o
figado quanto o rim s&o de fato érgéos extremamente importantes,
atuando no metabolismo e na excrecédo desses agentes,
respectivamente. O figado metaboliza toxinas do corpo, enquanto
os rins filtram a corrente sanguinea para eliminar substancias
toxicas como elementos exdgenos, a fim de manter o equilibrio
de eletrdlitos no corpo. Assim, investigar as fungdes dos rins e

do figado por meio da avaliagédo de sua atividade ou de suas
alteragdes morfolégicas, ou mesmo do acumulo de biomateriais
nesses 0rgaos, € relevante para testar carvoes ativados (ACs)
como potenciais biosubstitutos 6sseos.

Carvdes ativados sdo sdlidos altamente porosos, geralmente
obtidos de precursores de baixo custo, como biomassa, residuos
de biomassa ou carvdes minerais por ativagdo térmica em
temperaturas tipicamente abaixo de 1000 °C (Boss, et al., 2024,
Marsh, et al., 1997, Domga, et al., 2021). De acordo com os
padrdes ouro da engenharia de tecidos, um substituto 6sseo
ideal deve apresentar estrutura tridimensional altamente porosa
para garantir a circulagédo de nutrientes e fatores de crescimento
(Zhao, et al., 2023,
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Shin, et al., 2024). Assim, o grande numero de poros de diferentes
didmetros e a alta area de superficie dos ACs os tornam a priori
adequados para interagir com varios produtos quimicos e servem
como facilitadores para a proliferagéo celular.

O objetivo do presente estudo foi testar carvdes ativados no
processo de reparo 6sseo da tibia de ratos e avaliar as fungdes
renal e hepatica apds a cicatrizagdo por meio da quantificagéo
da transaminase glutamico oxalacética sérica (SGOT),
transaminase glutamico-pirtvica sérica (SGTP) e ureia. Os niveis
alcalinos de fosfatase foram avaliados e relacionados a formagao
ossea e as alteragdes morfologicas do 0sso, rins e figado de
ratos foram analisadas por estudos histologicos, enquanto o
desempenho do biomaterial foi avaliado pelas propriedades
biomecanicas do osso apds o tratamento com ACs e comparacéo
com o 0sso saudavel e ndo tratado.

2. METODOLOGIA

2.1. Aspectos éticos

O procedimento do estudo foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa local da Universidade Nove de Julho (N°

8675271021). Todos os cuidados pés-cirdrgicos foram utilizados
para garantir o bem-estar dos animais, com todos os ratos
alojados individualmente e recebendo comida, agua e
enriquecimento ambiental. Os 3Rs (reducéo, refinamento e
substituicdo) exigidos pelo comité de ética foram respeitados, e
5 animais por grupo foram aprovados, totalizando 30 animais.

A cirurgia para induzir lesdes 0sseas foi realizada em ambas as
tibias, totalizando N=10 tibias por grupo, distribuidas em analises
histoldgicas ou de propriedades mecanicas.

2.2. Defeito 6sseo

Os experimentos foram realizados com 30 ratos Wistar machos,
pesando em torno de 200 g, com acesso ad libitum a comida e
agua. Os animais foram randomizados manualmente em seis
boxes com cinco animais cada, processo realizado pelo técnico
em animais responsavel pelo biotério da instituicdo de pesquisa.
Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina a 90/10
mg kg-1, respectivamente, e entdo submetidos a cirurgia para
confecgao da cavidade dssea através de modelo experimental.
Foi realizada incisdo cirdrgica na pele raspada, na parte péstero-
lateral de ambas as tibias, para exposicéo do osso tibial.

Em seguida, um defeito 6sseo de 2,5 mm2 perfurou o
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camada cortical do osso com uma broca motorizada (1500 rpm;
DRILLER®).

Uma vez obtida a lesdo, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 6 grupos (N=5), conforme demonstrado no
protocolo experimental a seguir. O defeito 6sseo dos animais dos
grupos 3 a 6 foi preenchido com carvao ativado suficiente (~1,5
mg para cada rato) e entdo a pele foi suturada (Fig. 1A). Todos
os carvoes ativados, previamente esterilizados em autoclave,
foram misturados com algumas gotas de uma solugéo isotdnica
estéril (NaCl 0,9%) até a formagéo de uma substancia pastosa, a
fim de facilitar a insergéo do biomaterial no defeito ésseo. O

tamanho das particulas dos carvoes ativados variou de 45-180 ym.

A eutanasia foi realizada 30 dias apds a indugdo, usando injegdes
intraperitoneais de cetamina (270mg/kg) e xilazina (30mg/kg).

Amostras de sangue e tibia foram coletadas e armazenadas em
tubos plasticos numerados. As analises bioquimicas, histoldgicas
e biomecanicas foram realizadas por 2 pessoas participantes da
pesquisa, sem conhecimento da amostra ou identificagdo do
grupo experimental (Fig. 1B).

2.3. Grupos Experimentais

Cada grupo experimental foi composto por 5 animais e divididos
em diferentes conjuntos da seguinte forma: 1- Grupo controle
(CTL) — animais saudaveis, sem nenhum procedimento cirlrgico
(denominado C a seguir); 2- Grupo n&o tratado (NT) — animais
com lesao, ou seja, apos a inciséo cirurgica por apresentar
cavidade 6ssea sem nenhum tratamento (denominado NT); e 3-6
grupos tratados — animais com les&o e tratados com varios
carvdes ativados (AC1, AC2, AC3 e AC4 — Fig. 1A).

2.4. Biomateriais

Quatro tipos diferentes de carvdes ativados (ACs) foram usados
para testa-los como biomateriais em reparo ésseo: trés eram
produtos comerciais gentilmente fornecidos pela Norit, € um foi
produzido em laboratério por ativagdo de KOH de antracito chinés
a 750°C. Norit PK 1-3, Norit GCN 830

e Norit ROX 0.8 sdo ACs produzidos pela ativagado de vapor de
varios precursores, NORIT ROX 0.8 tendo sido lavado com acido
para obter um AC de alta pureza. Esses materiais séo usados
em uma ampla gama de aplicagdes de purificagdo nas industrias
farmacéutica, quimica, de alimentos e bebidas e de agua. O
antracito ativado feito em laboratério foi lavado com extremo
cuidado, primeiro com HCI 1M e depois com agua destilada até
que o pH do enxague permanecesse constante e proximo de 6.
Apo6s a secagem em um forno durante 24h, um material AC muito
puro foi obtido (Zhao, et al., 2012). Os detalhes dos carvées
ativados podem ser encontrados na Fig. 1a, recapitula o rétulo, a
origem, 0 nome, o precursor e o processo de ativagdo dos ACs
usados neste estudo.

2.5. Parametros bioquimicos

Antes da eutanasia, o sangue foi coletado de cada animal e
estocado. Apos 10 minutos, a amostra de sangue (N=5 por grupo)
foi centrifugada a 5 000 rpm durante 3 minutos para separagédo

do soro e entdo armazenada a -80°C para exame. O nivel de
fosfatase alcalina no soro foi medido com os kits ELISA comerciais
(WIENER®).

As fungbes renal e hepatica foram
analisadas por estudos bioquimicos.
Os niveis de ureia, SGOT e SGPT também foram determinados
usando kits ELISA comerciais (WIENER®).

Label Origin Name Precursor Activation method
(A) AC-1 Lab-made AC - 30 anthracite KOH+acid/water washed
AC-2 Commercial Norit PK 1-3 peat steam
AC-3 Commercial Norit GCN 830 selected coals steam
AC+4 Commercial  Norit ROX 0.8 coal steam+acid washed
[1 15 30
Days
(B) AS y AE
BD AS: Anesthesia for surgery sC
AC AE: Anesthesia for euthanasia

BD: Bone defect
AC: Placement of activated carbon
SC: Sample collection (Blood & Bone)

Fig. 1. Protocolo experimental. Em (a) caracteristicas dos materiais de carvao ativado. Em (b)

Evolugao experimental do protocolo de defeito 6sseo (BD), tratamentos (AC), anestesia (AS), eutanasia (AE) e coleta de

materiais para analise (SC)
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2.6. Estudos histologicos

Apos o sacrificio dos animais, as amostras (rins, figado e tibia)
foram retiradas dos ratos para avaliagédo de suas alteracdes
morfoldgicas. Os tecidos bioldgicos (N=5) foram fixados em
formalina e preparados conforme os procedimentos histolégicos
para inclusdo em parafina (Junqueira & Carneiro, 2003). Cortes
de 5 microns de espessura de cada tecido foram obtidos por um
equipamento de micrétomo (LEICA RM 2125 RT) e corados
com hematoxilina-eosina para posterior analise em microscopio
optico e fotografados através de um Sistema de Microscépio
Olympus (Modelo CX System 41 — Olympus PM10SP Automatic
Photomicrographic System).

2.7. Propriedades mecanicas do osso

Para analise biomecénica, o osso (N=5) foi testado imediatamente
apds a remogao para evitar qualquer alteragdo em suas
propriedades mecanicas.

O comprimento e o didmetro do osso foram medidos antes do
teste mecanico e esses valores foram usados para a padronizagéo

dos resultados. Os ossos foram analisados por testes de flexao

de trés pontos, usando uma maquina de teste Intermetric200®.
Os testes de carga foram realizados a uma taxa de carga de 6
mm/min até a ruptura do osso. Todos os dados de forga e
deslocamento foram registrados continua e simultaneamente. A
tensdo maxima antes da ruptura foi calculada e comparada entre
os grupos. A Forga Maxima (Fmax) e a Deformagao Maxima
(Dmax) no momento da ruptura foram determinadas pela
maquina de teste mecénico, apos os testes de carga e descarga.

2.8. Andlise Estatistica

Os dados foram tabulados em um arquivo do Microsoft Excel

2010®, e o teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado.
Como uma distribuicdo normal foi observada, os dados foram
avaliados estatisticamente por andlise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguida por post-hoc Tukey-Kramer (GraphPad Prism
5-

GraphPad Software, San Diego Califérnia EUA).

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo

para todos os grupos, e os valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram organizados em duas seg¢des. Na primeira
secgao, apresentamos achados relacionados a fungao renal e
hepatica. Isso inclui niveis de SGOT e SGPT, indicativos de
atividade hepatica,
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seguido pelos niveis de ureia, que refletem a atividade renal. Em
seguida, apresentamos imagens histoldgicas do figado e do rim,
destacando qualitativamente as estruturas desses 6rgéos. Na
segunda segéo, apresentamos os niveis de Fosfatase Alcalina e
os correlacionamos com certas propriedades mecanicas da tibia,
como Forga Maxima (Fmax) e Deformagdo Maxima (Dmax) no
momento da ruptura 6ssea durante o teste mecanico de flexdo
em trés pontos.

3.1. Avaliagao das fungdes renal e hepatica

Niveis de SGOT/SGPT e ureia: Parametros bioquimicos sdo

amplamente utilizados para avaliar a atividade funcional bioldgica
do figado e dos rins porque alteragdes nos niveis de SGOT/
SGPT e ureia no sangue séo indicadores importantes de danos
ao figado e aos rins, respectivamente (Gui, et al., 2011, Boss, et
al., 2024, Khalil & Eid, 2013).

Portanto, para avaliar as fun¢des renal e hepatica ap6s o uso de
ACs como biomateriais, testes quantitativos no sangue foram
realizados para todos os ratos e analisados por teste estatistico,
conforme mostrado na Fig. 2 e Tabela A1, A2 e A3. A partir de
tais testes estatisticos, nenhuma alteragdo significativa na
atividade da enzima hepatica SGOT/SGPT (Fig. 2a, 2b e Tabela
A1,

Niveis de A2) ou ureia (Fig. 2c e Tabela A3) foram encontrados
em grupos tratados com carvdes ativados (AC1-AC4), em
comparagao ao grupo controle CTL.

Anadlise histolégica do figado e rim: Para uma melhor avaliagdo
dos resultados bioquimicos, estudos histolégicos do figado e rim
também foram realizados para o grupo CTL e para todos os
grupos tratados (AC1, AC2, AC3 e AC4). As imagens permitiram
observar a integridade desses drgaos por meio de comparagdes
morfoldgicas. A deposigao de carvao ativado nesses 6rgaos
também foi avaliada, pois a presenca de particulas exégenas no
tecido biolégico pode causar uma resposta inflamatéria (Gui, et
al., 2011). As imagens histologicas do figado para todos os
grupos tratados (AC1-AC4), vistas na Fig. 3(c,e,g,i), mostraram
vasos sanguineos hepaticos com arranjo normal. Além disso, as
células dos hepatdcitos estavam distribuidas homogeneamente
em tal tecido, permanecendo preservadas como no grupo CTL
(Fig. 3a).

Da mesma forma, a integridade funcional dos rins era semelhante
ao tecido saudavel (Fig. 3b), enquanto o glomérulo e a capsula
de Bowman apresentavam formato normal nos grupos tratados
(Fig. 3d,f,h,j). Em casos de processos inflamatérios, o espago ao
redor do glomérulo é de fato congestionado por células
sanguineas e 0s niveis de ureia podem aumentar
significativamente (Khalil & Eid, 2013).
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Fig. 2. Analise bioquimica da atividade hepatica e renal. Em (a) Glutamato Piruvato Transaminase Sérica - SGOT. Em
(b) Glutamato Piruvato Transaminase Sérica - SGPT. Em (c) Niveis de Uréia. Grupos Experimentais: CTL: Controle
sem defeito 6sseo; NT com defeito 6sseo sem tratamento ou tratado com materiais de carbono (AC1, AC2, AC3 e AC4). O
teste estatistico ndo demonstrou diferencgas significativas entre os grupos experimentais

Os niveis de enzimas hepaticas e ureia estavam dentro dos
limites normais, sugerindo que tanto a atividade renal quanto a

hepatica permaneceram normais para todos os grupos tratados.

Em outras palavras, os diferentes carvées ativados nado
pareceram induzir nenhuma toxicidade nesses 6rgéos. Da
mesma forma, nenhuma alteragdo morfolégica, como presenca
de células inflamatérias, edema ou fibrose, foi observada no
figado ou rins pela analise histolégica desses dérgéos.

No figado, por exemplo, o aumento do nimero de células de
Kupffer pode indicar uma inflamagéo hepatica. Tal processo
inflamatorio pode progredir através de um aumento na sintese
de colageno e, eventualmente, levar a uma fibrose hepatica e
fungao hepatica prejudicada (Gui, et al., 2011, Khalil & Eid,
2013). Além disso, nenhuma deposi¢édo de carvao ativado foi
encontrada nesses dois tecidos.
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Todos esses resultados sugerem que o uso do carvéo ativado
como material biosubstituto 6sseo nao induz nenhuma toxicidade

nas fungdes hepatica ou renal.

3.2. Osteocondutividade

Nivel de fosfatase alcalina: A fosfatase alcalina (ALP) é uma
enzima encontrada em muitos tecidos do corpo, incluindo figado,
0ss0s, rins, intestinos e placenta. No entanto, as maiores
concentragdes estdo no figado ou nos ossos.

Durante o processo de cicatrizagdo 6ssea, o nivel de fosfatase
alcalina é um indicador importante da formacéo dssea, devido a
sua correlagado direta com a deposigéo gradual de hidroxiapatita
na matriz extracelular do osso (Christenson, 1997, Ajai, et al.,
2013). A fungédo da fosfatase alcalina
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:

Fig-3. Imagens histologicas representativas (100X) dos tecidos do figado (esquerda) e do rim
(direita), respectivamente. Grupos: CTL (a,b); AC1 (c,d); AC2 (e,f); AC3 (g,h) e AC4 (i,j). Legenda: K -
Células de Kiipffer; H - célula do hepatdcito; V - vaso sanguineo; B - capsula de Bowman; G - glomérulo

A fosfatase no processo de cicatrizagao 6ssea é pico maximo no final da segunda semana.
baseada na hidrélise do pirofosfato, fornecendo fosfato  Em seguida, a atividade da ALP é gradualmente
inorganico e contribuindo para a mineralizagédo (Orimo, reduzida e seguida pela fase de remodelagédo do osso,

2010). Consequentemente, a deposicédo de que é caracterizada pela transi¢gdo de osso imaturo
hidroxiapatita afeta a atividade dos ostedcitos, bem para maduro (Oliveira, et al., 2010).

como as fases de deposigao e reabsorgao ossea.

Normalmente, o processo lesivo é caracterizado por A atividade da fosfatase alcalina 6ssea foi medida e
um aumento gradual dos niveis de fosfatase alcalina, comparada entre 0s grupos.

atingindo o Os niveis de fosfatase alcalina sdo apresentados em 4
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para todos os grupos tratados (AC1, AC2, AC3, AC4), e
estatisticamente nenhuma alteracao significativa foi encontrada
em comparagdo ao grupo CTL. No entanto, esses grupos
apresentaram niveis mais baixos de fosfatase alcalina em
comparagao ao grupo NT. Niveis aumentados de ALP no grupo
NT sugerem um aumento na atividade de formagé&o 6ssea (Du,
et al., 2013). O mesmo no foi observado nos grupos AC, o que
pode indicar que os quatro grupos com materiais estavam em
uma fase mais avangada de reparo 6sseo.

Estudos histoldgicos 6sseos: As imagens histologicas do osso
evidenciaram caracteristicas distintas para cada grupo. Como
esperado, o grupo controle CTL (Fig. 5a) apresentou camadas
corticais e medulares completadas com ostedcitos bem
distribuidos (células 6sseas maduras), além de enddsteo e
canais vasculares tipicos.

Os grupos com defeito ésseo, tratados e nao tratados,
apresentaram areas de transi¢do de formagéo éssea em
diferentes graus. Em geral, NT, AC1, AC2, AC3 e AC4
apresentaram regides medulares e corticais bem definidas,
delimitadas por células do enddsteo. Além disso, foi claramente
observada uma distribuicdo homogénea de ostedcitos na regido
de formagao 6ssea nos grupos NT, AC1 e AC4, representando a
organizagao do tecido 6sseo. Por outro lado, o grupo AC4
apresentou estruturas mais complexas, como canais vasculares,
também observados no tecido saudavel do grupo CTL, enquanto
as imagens dos grupos NT e AC1, (Fig. 5b, 5c) sugeriram que
essas estruturas estavam em formacgao.

A presenga e organizagdo dos canais vasculares sao normalmente
formadas em estagios mais avangados do reparo, e sua fungéo
é fornecer

&
5

*k ok

8

nutrigdo do tecido 6sseo e remogao de células mortas. A
auséncia de canais vasculares pode induzir a morte celular e

afetar o crescimento do tecido 6sseo (Boontheekul & Mooney,
2003). Portanto, a presenga de canais vasculares na zona da
lesdo também é um indicador de melhora do reparo 6sseo no
grupo AC4. A presenca de alguns osteoclastos foi detectada nos
grupos NT, AC1, AC2 e AC4. Essas células sao importantes em
varias fases do reparo, especialmente na remodelagdo 6ssea,
porque reabsorvem o calo duro formado durante a fase reparadora
do processo de cicatrizagado 6ssea

(Martino, et al., 2015).

O grupo AC4 também apresentou a menor area de transicéo e

foi o Uinico grupo a apresentar osso maduro, indicando progresso
no reparo 6sseo em comparagao aos outros grupos.
Gradualmente, extensas areas de transigcdo foram observadas

no AC1, seguido pelos grupos AC2 e AC3. Além disso, os dois
ultimos grupos também exibiram uma quantidade importante de
carvao ativado depositado entre as areas de transicédo. As areas
de transigao sdo normais durante a cicatrizagao éssea e indicam
a progressao do reparo de acordo com o carater da organizagao:
a presenga de osso maduro indica o estagio avangado da fase

de remodelagéao, enquanto o tecido de granulagéo é normalmente
encontrado antes da fase de remodelagao (Martino, et al., 2015,
Niinomi, et al., 2015). As informacgdes histologicas 6sseas obtidas
no presente estudo mostraram que o biomaterial utilizado nos
grupos AC1 e AC4 promoveu aspectos mais regulares nas
células e estruturas, apresentando um progresso no reparo ésseo
pela presenca de um tecido ésseo mais organizado, enquanto a
resposta para AC2 e AC3 foi diferente porque o processo de
cicatrizagéo foi mais lento.

HEH

8
s

2
2

100

Alkaline Phosphatase (U/L)

Bone Defect

Fig. 4. Nivel de fosfatase alcalina - ALP. Grupos experimentais: CTL: Controle sem defeito 6sseo; NT com defeito sem
tratamento ou tratado com materiais de carbono (AC1, AC2, AC3 e AC4). *** p<0,001 Vs CTL e ### p<0,001 Vs NT
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Propriedades biomecanicas: Um fator importante para o uso de
um biomaterial como substituto 6sseo é a qualidade do osso
formado durante o processo de cicatrizagdo. Quando se
consideram as propriedades mecénicas do osso recém-formado,
o rearranjo, a massa 6ssea e a espessura da regido cortical tém
um impacto direto na resisténcia éssea (Fangel, et al., 2011,
Olivera, et al., 2008, Henkel, et al., 2013). Assim, a avaliagdo das
propriedades mecanicas desses tecidos bioldgicos seria uma
ferramenta importante para a compreensao desse processo de
reparo (Meyer, et al., 2001, Marcos, et al., 2014).

Os desempenhos de todos os biomateriais utilizados neste
trabalho foram avaliados por propriedades mecanicas usando os
testes de flexdo de trés pontos do osso apds 30 dias de
cicatrizagdo. Os dados de Fmax relacionados ao estresse e Dmax
com deformacao foram obtidos e analisados juntamente com os

dados bioquimicos e histolégicos

A Fig. 6(a) e a Tabela A5 ilustram os valores de Fmax do osso
calculados a partir da forga maxima de ruptura para todos os
grupos estudados. O grupo nao tratado NT apresentou o menor
valor de Fmax, em comparagéo com o grupo CTL. Esses resultados
de propriedades mecanicas somados as analises bioquimicas e
histolégicas criam um perfil do grupo NT, que apresentou valores
elevados de ALP (Fig. 4 e Tabela A4), menor organizagao
histolégica e propriedades mecanicas reduzidas (Fig. 6 e Tabela
A8, A5).

Normalmente, durante o processo de cicatrizagéo 6ssea, o tecido
lesionado é lentamente regenerado e a maioria de suas
propriedades sao restauradas (Gauthier, et al., 2005). No entanto,
eventuais alteragdes na microarquitetura 6ssea e uma diminuigéo

da densidade mineral 6ssea podem acontecer e, consequentemente,
podem induzir estruturas mais frageis (Chen, et al., 2014,
Christiansen & Riis, 1991).

Os grupos de ratos tratados com carvées ativados (AC1, AC2 e
AC3) nao apresentaram diferenca nas propriedades mecanicas
quando comparados ao grupo NT, além de apresentarem niveis
de ALP semelhantes ao grupo CTL. Considerando que o grupo NT
simula o crescimento ésseo normal apds a leséo, valores
semelhantes a este grupo podem ser considerados positivos,
levando-nos a considerar que os materiais de carbono AC1,2 e 3
também apresentaram resultados importantes para o reparo
édsseo, uma vez que nao prejudicaram o crescimento 6sseo normal.
Entretanto, ao analisar apenas a organizacao histologica dos
tecidos, observou-se que o grupo AC3 apresentou um tecido mais
desorganizado, com resedieren de teti@e@dgranulacao, sugerindo
uma
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atraso na consolidagédo 6ssea, quando comparado aos demais
grupos experimentais.

Em contrapartida, o grupo AC4 apresentou aumento dos valores
de Fmax em relagao aos grupos NT, AC1, AC2 e AC3, com
valores semelhantes ao grupo CTL. O grupo de ratos tratados com
esses carvoes ativados (AC4) apresentou melhora do reparo
6sseo, observado por uma série de dados: niveis normais de ALP
(ver Fig. 4 e Tabela A4), melhor organizagao histolégica em
comparagao aos grupos NT e AC1, 2 e 3 (Fig. 5) na regido de
cicatrizagdo 6ssea, e boas propriedades biomecéanicas em
comparagao ao grupo NT (ver Fig. 6 e Tabela A6, A5), apresentando
reparo 6sseo semelhante ao grupo CTL, no qual ndo houve
inducéo de lesdo 6ssea. Esse achado foi corroborado pela
presencga de canais vasculares e tecido 6sseo maduro, observados
por meio da avaliagdo histolégica da zona lesada (Fig.

5), e estavam de acordo com as boas propriedades mecanicas do
grupo AC4, uma vez que essas estruturas indicam uma boa
evolugado do reparo ésseo (Matsumoto, et al., 2012).

A Fig. 6(b) e a Tabela A6 mostram a relagéo entre Fmax e Dmax,
também considerados como valores de tensdo X deformacéo para
os diferentes grupos. Nao foram observadas diferengas na
capacidade de deformagao 6ssea ao comparar todos os grupos.
Em geral, os materiais de carvéo ativado utilizados neste estudo
apresentaram resultados promissores no processo de reparo
6sseo. Enquanto os materiais AC1, 2 e 3 apresentaram reparo
semelhante ao grupo NT, o material AC4 se mostrou ainda melhor,
com processo de reparo semelhante ao grupo CTL. Pequenas
diferencas na resposta entre os materiais utilizados neste estudo,
quanto a organizagao do tecido ou as propriedades mecanicas do
osso formado, poderiam ser objeto de pesquisa em estudos
futuros, comparando seu uso em diferentes tecidos ésseos, onde
a proporgao entre as camadas cortical e medular seria diferente.

Os carvdes ativados utilizados no presente estudo apresentaram
boas respostas como materiais biosubstitutos na cicatrizagéo
6ssea. Primeiro, nenhuma alteragao da atividade hepatica e renal
foi encontrada através da observagao de trés parametros: (1) as
células e estruturas histolégicas do figado e dos rins permaneceram
completamente preservadas, (2) nenhuma deposigdo de ACs em
tais orgaos foi encontrada, e (3) os niveis de SGOT/SGTP e ureia
estavam dentro dos limites normais. Segundo, todos os ACs
estudados apresentaram boas propriedades de osteocondutividade,
uma vez que a formagdo de um tecido ésseo foi sempre observada,

seguida por niveis normais de
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ALP no sangue dos grupos tratados.

Além disso, todos os grupos de ratos tratados com ACs
apresentaram organizagao histolégica similar ou superior na
regido de cicatrizagdo 6ssea e boas propriedades biomecéanicas
em comparagao ao grupo NT. Todos os dados fornecidos aqui
evidenciaram que o biomaterial AC4 parece apresentar as
caracteristicas necessarias para promover um reparo eficiente
para o tipo de osso investigado neste trabalho.

Embora os niveis de ALP estejam relacionados a formagéo
dssea, existem outros marcadores que poderiam fortalecer essa
hipétese quanto as diferengas nas fases de reparo entre o grupo
NT e os grupos com materiais de carbono. Seria interessante
avaliar os niveis de Fosfatase Acida, bem como verificar a
expressao da Interleucina 6 e sua relagéo

com Hank-L e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs)
associadas a atividade osteoclastica no processo de remodelagao
éssea (Campana, et al., 2014). Tanto as informagdes sobre a
organizagao do tecido, obtidas a partir de analises histolégicas,
quanto a resisténcia éssea, obtida a partir de resultados
biomecanicos, sdo dados complementares que fazem sentido
quando observados em conjunto. No entanto, seria importante
investigar o comportamento dos materiais de carbono utilizados
neste estudo sobre o processo de reparo 6sseo em diferentes
0ssos, onde a proporgao entre as camadas cortical e medular
difere, alterando significativamente as propriedades mecanicas
desses tecidos. Igualmente importante seria o estudo do efeito
desses materiais de carbono ativado durante o processo de

cicatrizacdo em diferentes momentos, considerando as fases
aguda e crdnica do reparo 6sseo.

Fig. 5. Imagens histologicas representativas (100X) da regido cicatrizada da tibia de rato. Grupos: CTL (a); NT (b); AC1 (c);
AC2 (d); AC3 (e) e AC4 (f). Regido Cortical (C); Regido Medular (M); Osteécitos (O); Canais Vasculares (V); Osteoclastos
(Oc); Carvao Ativado (AC); Endésteo (E); Area de Transigao (T), Tecido de Granulagao (G), Osso Maduro (MB)
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Fig. 6. Propriedades biomecanicas de ensaios de flexdo de trés pontos. (a) Fmax (Forgca Maxima de Ruptura). (b) Relagao
entre Fmax e Dmax (Deformagdo Maxima de Ruptura).

Grupos Experimentais: CTL: Controle sem defeito 6sseo; NT com defeito 6sseo sem p<0,001

kK

tratamento ou tratados com materiais de carbono (AC1, AC2, AC3 e AC4). ** p<0,01 e Vs CTL; ### p<0,05 Vs

NT

4. CONCLUSAO

O uso do material de carvao ativado como substituto 6sseo

parece ser vantajoso e seguro, ndo havendo sinais de alteragédo
renal ou hepatica apés 1 més de aplicagéo na tibia de ratos. O
material de carbono AC4 promoveu melhor reparo 6sseo
demonstrado pela formagao de tecido com caracteristicas
morfolégicas e biomecéanicas semelhantes ao osso intacto.

O uso de ACs como biosubstituto 6sseo é vantajoso porque tais
biomateriais sdo geralmente derivados de recursos sustentaveis
com caracteristicas importantes como a conectividade entre
seus poros e baixo custo. Além disso, ACs podem ser facilmente
produzidos a partir de varios residuos de biomassa em larga
escala.

Estudos adicionais com culturas de células 6sseas sao

importantes para avaliar o crescimento e a viabilidade celular,
bem como avaliar as caracteristicas das células.
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o proprio material de carbono, particularmente o tamanho e a
proporgéo dos poros e as propriedades da superficie desses
materiais, o que poderia dar suporte ao seu uso em diferentes
tecidos biolégicos.

CONSENTIMENTO

N&o é aplicavel.

APROVAGAO ETICA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Laboratdrio
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machos e inclui cirurgia 6ssea para aplicagdo dos biomateriais sob
investigagao. Todos os cuidados cirlrgicos e pés-cirurgicos aderiram as

diretrizes da CEUA.

As doses de anestésicos e analgésicos utilizadas no estudo,
bem como as medidas para garantir o bem-estar dos animais,
foram cuidadosamente seguidas. Todo o experimento foi
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APENDICE

Tabela A1. Tela de impressao da analise estatistica do SGOT (Ver Fig. 2A)

& Fami | | | |
-1 g Dahl:',ibles B 1= AIVA |
|- sepr 4 I I I
| i seor 7 | Number of groups 6
| aﬁ Urea 8 |F 1757
I fo
4 Reits '90 R squared 02680
Qagrhmﬂufm 11 |Bartletfs test for equal variances
| i seot 12 | Bartletfs statistic (comected) 1143
1 seet 13 | Pvalue 0.0435
| N Urea 14 | P value summary v
=5 Layouts 15 | Dothe variances differ signif. (P <0.05)  |Yes
- Lyt 1 ,
AT |ANOVATable B3 |af 5
18 | Treatment (between columns) 16650 [s 13330
19 | Residual (within columns) 45490 |24 1895
20 | Total 62140 129
2 |
22 |Tukey's Multiple Comparison Test MeanDit. g |Significant? P < 0.057 Summary  95% Cl of diff
Cvs NT 3430 1762 INo ns -50.8310 1194
| CvsACH -3787 |1.945 No ns -12301047.27
Cvs AC2 -25.49 1.309 No ns -110.6 t0 59.65
26 | cvsAC3 -2561 [1.315 INo ns -110.710 5953
27 | cvsacs -7.207 0.3702 |No ns -92.3510 77.93
28 | NTvs ACH -72.18 3707 'No ns -157.310 1296
29 [ NTvs AC2 -59.79 3071 No ns -144910 2535
30 | nTvs AC3 -59.91 |3077 INo ns -145.010 25.23
H | NTvsACH -4151 2132 No ns -126610 4363
32 | ac1vsac2 1239 |0.6362 No ns 127510 97 52
33 [ AC1vsAC3 1227 10,6300 ‘No ns -72.87 10 97.40
34 | ac1vsACe 3066 |1575 INo ns 54,4710 1158
35 [ acovsaCa -0.1200 |0.006185 N ns -85.26 10 85.02
36 | AC2vsACH 18.28 09388 No ns -66.8610 103.4
37 | AC3vsAC4 18.40 09450 No ns -66.7410 103.5

Tabela A2. Tela de impressao da analise estatistica do SGPT (Ver Fig. 2B)

u Tway ANOVA ‘ ' L
4l [ I

T | Number of groups 6

8 | F 1.790

9 | Rsquared 02717

10

11 |Bartietr's test for equal variances

12 | Bartielfs statistic (comected) 3201

13 | Pvalue 066391

14 | Pvalue summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0,05) No

16

17 |ANOVA Table sS o S

18 | Treatment (between columns) 8532 5 1706

19 | Residual (within columns) 22870 24 9531

20 | Total 31410 29

2

22 [Tukey's Multiple Comparison Test MeanDIt. g Significant? P < 0.057 Summary | 95% CI of diff
2 [ cvsnr 4318 3128 ‘No ns 103610 17.19
28 | CvsACT 2206 1598 No ns -82431038.32
25 | cusaC2 4232 3065 ‘No ns 102710 18.06
26 | cvsAC3 4920 31564 No ns 109610 11.17
27 | cvsacs .2298 1664 ‘No ns -83.3510 37.40
28 | NTvs ACH 2112 1530 No ns -39.2510 8150
29 | NTvs AC2 0.8665 006276  No ns -50.5110 61.24
30 | NTvsACY 6019 04360 'No ns -56.3910 54 36

BT nrs acs 2020 1463 No ns 401710 80.58

32 | acivsAC2 -20.26 1.467 No ns -80.63 1o 40.12
33 | AC1vsAC3 -27.14 [1.966 No ns 8752103323
34 | AC1vs ACS -0.9203 006666  No ns -61.3010 59.45
35 | ac2vsAC3 -6.885 0.4987 No ns -57.26 10 53.49
36 | AC2vs ACE 1934 1.401 No ns 410410 79.71
3 | acavsACs 26.22 1899 'No ns +34.1510 86.60
3 \

Tabela A3. Tela de impressao da analise estatistica da Ureia (Ver Fig. 2C)
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¥ Tway ANOVA
4

7 | Number of groups 6

B |F 2134

9 | Rsquared 03078

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlefts statistic (corrected) 9.464

13 | Pvalue 0.0919

14 | Pvalue summary ns |

15 | Do the variances differ signif (P < 0.05) MNo |

16 |

17 |ANOVATable S8 |df Ms

18 | Treatment (between columns) 68.72 |s 13.74

19 | Residual (within columns) 1545 24 6.439

20 | Total 2233 |29

21

22 |Tukey's Multiple Comparison Test MeanDiff. |q Significant? P < 0.05? Summary  |95% Cl of diff

23 | cvsNT -2192 1932 |No ns 71550 2.770

24 | cvsACt -3.325 2.930 :Nu ns -6.288t0 1.637

25 | cys AC2 -4.936 4350 iNo ns -9.899 to 0.02647

26 | cysaca -2.408 2122 |No ns -7.3711t0 2,555

2T | cys AC4 -1.592 1403 No ns -6.55510 3.370
-i NT vs AC1 -1133 0.9984 iNn ns -6.096 to 3.830

29 | NTys AC2 -2.744 |2.418 INo ns -7.706102.219

30 | NTvs AC3 -0.2156 10.1900 ' No Ins -5.1781t0 4.747

31 | nTvsACH 0.6000 [0.5287 No ns -4.363 to 5,563

32 | Ac1vs AC2 -1.611 1419 No ns -6.5731t03.352

33 | AC1vsACa 0.9174 0.8084 No ns -4.045 10 5.880

34 | AC1vsAC4 1733 1.827 No ns -3.23010 6.696

35 | Ac2vsAC3 2528 2228 No ns -2434107.491

36 | AC2vs AC4 3344 2947 No ins -161910 8,306

37 | AC3vs AC4 0.8156 |0‘7187 No 'ns -4.147t0 5.778

38 | [

Tabela A4. Tela de impressédo da analise estatistica da Fosfatase Alcalina (Ver Fig.4)

-} 1way ANOVA l
4 |

7 | Number of groups 6 |

8 | F 21.06

9 | Rsquared 0.8144

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartletts statistic (corrected) 3710 |

13 | Pvalue 0.5918 I |

14 | Pvalue summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

16

17 |ANOVA Table ES) af |Ms

18 | Treatment (between columns) 139700 |5 |27940

19 | Residual (within columns) 31830 24 1326

Total 171500 29

2 |

22 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  95% Cl of diff
23 | CTLvs NT -165.4 10.15 |Yes - -236.610-94.13
24 | CTLvsAC1 -1571 10.09646 |No ns -72.80 to 69.65
25 | CTLvs AC2 56.03 13.440 |No ns -15.20to 127.3
26 | CTLvsAC3 -42.66 2619 |No ns -113.91t0 28.57
27 | cTLvsAC4 -10.24 0.6284 No [ns -81.46 to 60.99
28 | NTvs ACY 1638 110.06 Yes [ 9256 10 235.0
29 | NTvs AC2 2214 1359 Yes - [150.210 292.6
30 | NTvs AC3 1227 7533 Yes - 514710 193.9
31 | NTvsAC4 156.1 9524 |Yes s 83.8910226.3
32 | acivsAC2 57.60 |3.537 |No ns -13.62t0 128.8
33 | AC1vsAC3 -41.09 2523 {No ns -112.310 30.14
34 | Ac1vsAC4 -8.664 0.5319 [No ns -79.89 to 62.56
35 | Ac2vs AC3 -98.69 16.059 Yes > -169.9t0 -27.47
36 | ac2vs AC4 -66.27 '4.068 No ns -137.5t0 4.960
37 | AC3vs AC4 3243 11.991 |No |ns -38.80t0 1037
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Tabela A5. Tela de impressao da analise estatistica de Fmax (Ver Fig. 6A)

- 1way ANOVA
P

1 |Tabie Anahyzed Frmax (N}

2

3 |One-way analysis of variance

4 P yalue < 0.0001

5 P value summary s

6 Are means signif, different? (P < 0.08) Yes

7 Number of groups -]

8 F 10.87

9 R squared 06837

10

11 |Bartlett’s test for equal vanances

12 | Bartlett's statistic (comected) 4.351

13 P value 0.5001

14 | P vaiue summary ns

15 | Do the vanances differ signif. (F < 0.05) No

16

17 | ANOVA Table 88 af MS

18 | Treatment (between columns) 9483 & 1882

19 | Residual (within columns) 4173 24 174.1

20 Total 13640 23

Fal

22 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 Summary | 95% Ci of diff
23 | CTLws NT 57.83 3758 Yes - 3202108363
24 | cTLvsCAl 2288 5568 Yes = 7.053 10 58.67
B | crLvscA2 3285 5832 Yes - £.833 to 58.45
2% | cTLscas 4429 7.505 Yes = 18.48 10 70.10
2T | CTL vs CA4 2457 4.231 No ns 08373 10 50.78
8 | NT s CAT 2497 1231 No s 50.77 to 0.8381
B | NTvsCA2 2518 4.267 No ns -50.59 10 08239
0 | NTwsCA2 -13.54 2.294 No s -39.34 10 12.27
M | NTvsCAd 3288 5268 Yes - 58,67 o0 -7.053
2 | calvsCAZ 22142 003830  |Neo ns 28.02 to 25.59
3 | cat ve CAZ 1143 1.937 No s 1433 10 37.24
34 | CAfvs CAd 7891 1.337 No ns -33.70 10 17.92
35 | caAz vs CAZ 11.84 1.973 No s -14.18 10 37.45
36 | CAZ vs CAd EXTd] 1.301 No ns 324810 1813
37 | cA2vsCad -19.32 3274 No ns -45.13 10 8,488
33

39



Machine Translated by Google

Publio et al.; J. Adv. Med. Med. Res., vol. 37, ndo. 1, pp. 23-40, 2025; Artigo n° JAMMR.128918

Tabela A6. Tela de impressao da analise estatistica de Fmax X Dmax (Ver Fig. 6B)

4 | I
1 | Tabie Analyzed DCimax (mm)
F
3 |One-way anahysis of variance |
4 P valos 0.1522 |
S P value summary ns
€ Are means signif. different? (P < 0.05) |Neo |
7 Number of groups 8 I |
B | F 1.794 . \
9 R squarad 0.27T21
10 T
11 | Bartiett's test for equal vanances
12 Bartiett's statistic {(corrected) 7.835
13 F value 0.1778
14 P value summary ns
15 Do the variances differ signif. (P < 0.05] No I
186
17 |ANOVA Table ss di MS
18 Treatment (between columns) 0.1220 5 0.02440
19 Residual {within columns) 0.3263 24 0.01380
0 Total 0.4483 29
21
22 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff q Significant? P < 0.05? Summary 195% CI of diff
23 | CTL vo NT 0.01731 03313 No. ns 0.2454 10 0.2107
24 CTL vs CA1 -0.1050 2.050 No ns <0.3370 to 0.1151
25 | oTL vs CAZ 0.1002 1.821 No. ns 0.1279 to 0.3282
26 | cTLwvscA3 0.04765 0.8145 ) ns -0.1804 to 0.2757
T | CTL vs CAS 0.003852 0.07080 Mo ns -0.2244 10 0.2317
28 | NTvsCat 0.05187 1.758 Mo ns 10.3157 10 0.1264
2 | NTyvsCAZ 0.1175 2.253 | Mo ns [-0.1105 10 0.3485
30 NT vs CA3 0.0850 1.248 INo ns 1-0.1830 1o 0.2530
3 | NT vs CAS 0.02100 0.4027 No ns 1-0.2070 to0 0.2450
32 | ca® vs CAZ 0.2092 4011 No ns -0.01888 to 0.4372
33 | Cas vs CA3 51587 3.004 Mo Tn= 007138 to 0.3847
M CA1 vs CA4 0.1127 2.180 No ns |<0.1154 to 0.3407
35 | caz v CAZ 0.05250 1.007 No. ns |-0.2805 t0 0.1755
L CAZ vs CA4 -0.05850 1.850 No ns |-0.3245 10 0.1315
37 | caz vs CAd -0.04400 0.8437 No [n= 02720 to 0.1840
AR | 1
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