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Spin Neto R. Desenvolvimento e aplicacdo de biomateriais a base de
quitosana para reconstrucdo éssea: avaliagao radiografica e histolégica
[dissertacdo mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da

UNESP; 2008.

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver biomateriais a base de
quitosana e de cloridrato de quitosana (géis), e avaliar radiografica e
histolégicamente seu uso na correcao de defeitos désseos criticos na
calvaria de ratos. Para tal, defeitos de 8mm de diametro foram criados
cirurgicamente na calvaria de 50 ratos Holtzman (Rattus norvegicus) e
preenchidos com coagulo sanguineo (controle), quitosana com baixo peso
molecular, quitosana com alto peso molecular, cloridrato de quitosana
com baixo peso molecular e cloridrato de quitosana com alto peso
molecular, totalizando 10 animais, divididos em dois periodos
experimentais (15 e 60 dias), para cada biomaterial. Na avaliagdo
radiogréafica foram utilizadas duas radiografias digitais dos cranios dos
animais, feitas logo ap6s a criacdo do defeito 6sseo e no momento do
sacrificio, que forneceram a densidade déssea radiografica na &rea do
defeito. A avaliagado histolégica pautou-se na descricao da morfologia dos
tecidos neoformados na regido do defeito. Os resultados radiograficos e

histolégicos indicaram que, em todos 0s grupos, a neoformagdo déssea
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ocorreu apenas nas bordas do defeito, e que, exceto no grupo controle,
graus variados de inflamacao foram observados. Conclui-se que, dentro
das condi¢cdes experimentais deste estudo, os biomateriais de quitosana e
de cloridrato de quitosana nao foram capazes de promover neoformagao

6ssea nos defeitos 6sseos criticos criados em calvaria de ratos.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis; regeneragéo 6ssea; quitosana.



Spin Neto R. Development and application of chitosan-based biomaterials
in bone reconstruction: radiographic and histological analysis [dissertacdo

de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

Abstract

The purpose of this study was to develop chitosan and chitosan
chloride biomaterials (gels), and to make a histological and radiographic
evaluation of their use in the correction of critical size bone defects made
in rat’s calvaria. Bone defects of 8mm in diameter were surgically created
in the calvaria of 50 Holtzman (Rattus norvegicus) rats and filled with
blood clot (control), low molecular weight chitosan, high molecular weight
chitosan, low molecular weight chitosan chloride and high molecular
weight chitosan chloride, numbering 10 animals, divide into two
experimental periods (15 and 60 days), for each biomaterial. For the
radiographic evaluation, it were made two digital radiographs of animal’s
skulls, right after the creation of the bone defect and at the moment of the
sacrifice, providing the radiographic bone density in defect’'s area.
Histological evaluation was made based on the morphology of the new-
formed tissues in defect’s region. Radiographic and histological results
indicated that, in all groups, new bone formation occurred only near to the
defect’'s border, and, except in control groups, assorted degrees of

inflammation could be seen. We conclude that chitosan and chitosan
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chloride biomaterials were not able to promote new bone formation in

critical size defects made in rat’s calvaria.

Keywords: Biocompatible materials; bone regeneration; chitosan.



3 INTRODUCAO



Diversas técnicas tém sido usadas na tentativa de corrigir defeitos
6sseos na regido cranio-facial,®® e dentre elas o enxerto 6sseo autélogo
transformou-se no método mais previsivel e melhor documentado, sendo,
portanto, considerado o método padrdo para corregao desse tipo de
defeito.” O grande problema, porém, é que tal técnica, além de associada
com morbidade, dor e perda de funcao temporaria, também fica limitada a
quantidade de material doador disponivel, bem como a necessidade da
criagdo de uma area cirdrgica adicional.®?

Para minimizar esses problemas ha o desenvolvimento de novos
biomateriais, sejam eles homologos, xendgenos ou aloplasticos, capazes
de substituir o tecido 6sseo sem a necessidade da criacdo de um sitio
doador.?® Porém, tais materiais também apresentam limitagées quando
comparados ao 0sso autdlogo, tais como maior susceptibilidade a
infeccdo, nao integragédo, e auséncia de estudos longitudinais de longo
prazo que comprovem sua completa interagdo com o hospedeiro.*?

Novas tecnologias e biomateriais para auxiliar nos complexos
processos de reparo 6sseo dependem do conhecimento das vias
moleculares que cercam a formacao 6ssea, e, em particular, da relagao
existente entre as células progenitoras e o ambiente especifico na qual
irdo diferenciar-se em suas células de destino, bem como a interagdo com
biomateriais que sejam usados no preenchimento de tais defeitos.

Recentemente, pesquisadores tém mostrado interesse em novos

materiais que favorecam a formagdo d&ssea, especialmente o0s
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biopolimeros naturais, em particular a quitosana, um biopolimero
hidrofilico obtido a partir da quitina, que parece apresentar potencial na
reparacdo de defeitos 6sseos.®’

Este material é proveniente principalmente de carapagas de
crustaceos, sendo também encontrado em insetos, moluscos e na parede
celular de fungos. No entanto, toda a quitina comercialmente produzida é
obtida dos residuos das industrias de processamento de crustaceos
enquanto alimento. A quitosana é um polissacarideo originado a partir da
reacdo de desacetilacdo parcial de quitina, geralmente por tratamento
alcalino.'

Caracteristicas como biocompatibilidade e biodegradabilidade sé&o
suas propriedades fundamentais. Devido a estas caracteristicas
biolégicas, foram encontradas diversas aplicagées para esta substancia,
dentre elas na agricultura, na industria de alimentos e recentemente, na
area médica.”®®' Este material pode ser apresentado na forma de gel,
pasta, membranas e em diferentes granulagcdes do pé da quitosana, e
passou-se a avaliar a possibilidade de sua utilizagdo em sitios cirdrgicos
ou em terapia periodontal ndo cirtrgica.?’

Em estudos baseados em cultura celular, mostrou-se que a
quitosana atua como aceleradora da reparagdo tecidual, capaz de
aumentar a producdo de matriz extracelular através do aumento de

producéo de fatores de crescimento.®®
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Essas caracteristicas fazem com que este polimero seja candidato
para atuar como substituto 6sseo, que ao longo do tempo seria
substituido por osso natural. Polimeros de quitina sdo constituidos por
arranjos paralelos de pontes de hidrogénio que conferem melhores
propriedades mecéanicas, com alta resisténcia a cargas, bem como
estabilidade ao enxerto, caracteristicas extremamente importantes
especialmente nos estagios iniciais de formagao 6ssea.*®

Os polimeros de quitosana vém sendo testados no tratamento de

lesbes 6sseas periodontais e defeitos 6sseos>®®’

e uma grande variedade
de testes clinicos realizados para promover os materiais a base de
quitosana ndo reportaram nenhuma reacgdo alérgica ou inflamatéria, apds
sua implantagdo, injecdo, aplicagdo tépica ou ingestdo pelo corpo
humano.'" A prépria estrutura quimica da quitosana, similar & estrutura do
acido hialurénico, reforga a indicacdo do uso deste biopolimero como
agente cicatrizador e reparador, pois a quitosana € capaz de aumentar as
funcdes de células inflamatérias como os leucocitos polimorfonucleares e
macrofagos, promovendo organizacao celular e atuando no reparo de
feridas amplas.®

Embora a literatura, conforme relatado acima, apresente pesquisas
que utilizem a quitosana como biomaterial, as pesquisas realizadas até o
momento falham ao néo caracterizar a quitosana utilizada, deixando de

citar fatores importantes, como o seu peso molecular ou concentragdo

utilizada, prejudicando nao sé a reprodutibilidade de tais pesquisas, como
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também impedindo que seja avaliada a influéncia destes parametros nos
resultados obtidos com o biomaterial, 0 que abre ainda mais campo para

pesquisas sobre as propriedades desse tipo de biopolimero.



4 REVISAO DA LITERATURA



Com finalidade didatica e organizacional, este capitulo de revisao
de literatura sera apresentado na forma de tdpicos: Biologia da reparagao
Ossea, historico e descrigdo dos biomateriais e, finalmente, caracteristicas

e utilizagdo da quitosana.

4.1 Biologia da reparacao ossea

O tecido 6sseo € uma forma altamente especializada de tecido
conjuntivo, onde a matriz extracelular € mineralizada, composta por 67%
de componentes inorganicos, principalmente cristais de hidroxiapatita
(Caio(PO4)s(OH),), conferindo-lhe rigidez, mas mantendo algum grau de
elasticidade, devido aos seus 33% de matriz orgénica, dentre os quais
28% referem-se ao colageno do tipo | e 5% de proteinas ndo colagénicas,
como a osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas, proteoglicanas e
proteinas morfogenéticas dsseas (BMP’s).%®

Além de sua funcdo mais aparente, a de suporte, sustentacdo e
protecdo aos 6rgaos do corpo, 0 0SSO € a maior reserva primaria de calcio
do organismo, sendo o calcio um ion essencial para a manutencao da
homeostase do organismo, ja que participa da manutencao do pH interno
do corpo, assim como na transmissao e condugao do impulso elétrico em
nervos e musculos. Deste modo, o tecido 6ésseo apresenta alta
capacidade de remodelacdo (também chamada de “turn over’),

renovando-se constantemente para responder as necessidades
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metabdlicas do corpo e para a manutencdo da estabilidade da
calcemia. 838>

A formacdo do tecido 6sseo pode ocorrer de duas maneiras,
denominadas de intramembranosa e endocondral. Embora
histologicamente um osso ndo seja diferente do outro, a ossificacdo
intramembranosa faz-se diretamente dentro de um tecido
mesenquimatoso, ou seja, células progenitoras diferenciam-se em
osteoblastos, que secretam matriz éssea formando uma malha de
espiculas e trabéculas 6sseas. De outra maneira, na ossificacao
endocondral ocorre um adensamento de células mesenquimais, que se
diferenciam em células cartilaginosas formando um molde de cartilagem
hialina. Por fim, o molde de cartilagem cresce servindo de esqueleto
estrutural para o desenvolvimento do o0sso, e posteriormente €
reabsorvido.®8°

Macroscopicamente ha duas formas de osso: cortical (compacto) e
esponjoso (medular). No osso compacto, a matriz de colageno esta
organizada em forma de lamelas concéntricas, geralmente ao redor de um
canal vascular central, constituindo o sistema de Havers. Os canais
centrais contendo nervos e vasos sanguineos se comunicam entre si e
com a cavidade medular éssea através dos canais de Volkmann. Ja o
0SSO esponjoso apresenta uma matriz organizada em trabéculas,

formando angulos retos. As diferengas entre osso cortical e esponjoso

ndo sdo apenas estruturais, mas também funcionais. Assim, 0 0sso
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cortical da resisténcia e protecdo, enquanto que o esponjoso atua nas
fungbes metabdlicas. O osso cortical ou compacto € encontrado nas
diafises de o0ssos longos e na superficie externa de ossos chatos. O osso
esponjoso ou medular delimita espagos inter-trabeculares que sé&o
preenchidos por medula 6ssea vermelha, onde ha a produgéo ativa de
células sanguineas a partir de células mesenquimais, ou, com O
envelhecimento, por medula 6ssea amarela, um sitio de reserva de
gordura.®’

Protegendo externamente o osso existe uma fina camada de tecido
conjuntivo com grande potencial osteogénico, denominado peridsteo, e
um tecido equivalente, o enddsteo, que recobre as superficies internas
dos 0ss0s.%8°

Seja qual for o processo de ossificagdo pelo qual um osso €&
formado, o tecido resultante é sempre o mesmo. Porém histologicamente
existem dois tipos de tecido 6sseo: 0sso primario, embrionario, imaturo,
isotrépico, ou ostedide; e osso secundario, maduro, anisotropico, ou
lamelar. Os dois tipos possuem as mesmas células, porém, apresentam
diferentes orientacdes das fibrilas de colageno quando analisados sob
microscopia de luz polarizada.® O osso primario é o primeiro tecido ésseo
a se formar durante o desenvolvimento fetal, e durante a reparacao

O0ssea. Possui, proporcionalmente, grande numero de ostedcitos,

dispostos irregularmente nas trabéculas 6sseas neoformadas. As fibras
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coldgenas apresentam-se sem organizagdo definida e o teor mineral é
menor do que no 0sso secundario.

O tecido ésseo secundario substitui gradativamente o tecido 6sseo
primario pela deposi¢ao gradual de fibras coldgenas modelando a forma
trabecular do osso primario em lamelas dispostas paralelamente umas as
outras, formando angulos retos que definem pequenos espacos
medulares, o chamado osso esponjoso. Quando as fibras colagenas
encontram-se dispostas em camadas concéntricas em torno de capilares
sanguineos e nervos, sdo denominadas de canal de Havers, constituindo
o chamado osso compacto.?®

Essa dindmica de modelagao 6ssea é explicada pela incidéncia de
forcas externas sobre o tecido, alterando assim a arquitetura das fibras
colagenas, e por fim promovendo resisténcia ao tecido. Assim pode-se
explicar porque o o0sso € um tecido adaptavel, ou seja, o tipo de
modelamento ésseo esta diretamente ligado a carga que ele recebe,
determinando assim 0 0SS0 esponjoso e compacto.

Pode-se encontrar basicamente quatro tipos de células no tecido
0sseo: células osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

As células osteoprogenitoras estdo localizadas no periésteo e no
endésteo. Essas células sdo derivadas do mesénquima e apresentam
potencial em se diferenciar nos osteoblastos, e quando privadas de

oxigénio e nutrientes, diferenciam em células condrogénicas.?®
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Os osteoblastos s&o células cubdides advindas das células
osteoprogenitoras, e estdo organizadas em uma camada continua sobre a
superficie da matriz ostedide, ou seja, a camada nao mineralizada de
matriz, que recobre a superficie 6ssea mineralizada. Estas células s&o
responsaveis pela osteogénese, isto é, pela sintese e secrecao da matriz
organica, sua maturacdo e mineralizagcdo. O osteoblasto além de
sintetizar e secretar o colageno tipo |, que corresponde a 90% da matriz
organica, também produz as outras proteinas nao colagénicas
encontradas na matriz, como: sialoproteina éssea, osteopontina,
osteonectina, osteocalcina, BMP’s, proteoglicanas e outras. E também a
célula responsavel pela produgdo da enzima fosfatase alcalina 6ssea,
essencial e indispensavel para o processo de mineralizacdo da matriz.*
Quando inativos, os osteoblastos passam a ser denominados células de
revestimento.?! Varios fatores sistémicos e locais regulam o seu ndmero,
a sua diferenciacao e a sua atividade, incluindo fatores autécrinos. Assim,
estas células possuem receptores para horménios (paratormoénio,
estrégenos, glicocorticéides, insulina, horménios tireoideanos), vitamina
D3 e fatores locais como prostandides (PGE, PGF2a), citocinas (TGF-s,
BMPs, FGFs, IGF-1, PDGF) e interleucinas.’?

Os ostedcitos s&o células Osseas maduras, derivadas dos
osteoblastos. Estdo aprisionadas em lacunas dentro da matriz 6ssea
calcificada, pois foram a ela incorporados durante seu processo de

secre¢cao e mineralizacdo. Tém a funcao principal de manutencdo do
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tecido 6sseo, pois apresentam prolongamentos citoplasmaticos unidos por
jungdes comunicantes (canaliculos) formando um complexo necessario a
manutencao e vitalidade da matriz, j& que interligam as células e o
periésteo.®®

Os osteoclastos sado células grandes multinucleadas, formadas
pela fusao de células mononucleares, sendo derivadas dos mondcitos do
sangue. Quando ativo é polarizado, com parte da membrana envolvida na
reabsorcao fortemente aderida a superficie 6ssea e que delimita a zona
reabsorvente da célula, denominada “borda em escova” ou “borda
franjada”. Com o inicio da reabsor¢cdo aparece uma depressdo na
superficie éssea junto a borda em escova que é conhecida como lacuna
de Howship.?6:38:518°

A interagdo da atividade de osteoblasto-osteoclasto € responsavel
pela remodelagdo 6ssea, ou seja, a reabsor¢do e a neoformagédo éssea
continua que ocorre em todos os 0ssos.”” Deste modo, os osteoblastos
produzem fatores que vao influenciar a diferenciacdo e fungdo dos
osteoclastos, alguns destes sdo depositados e armazenados na matriz e
outros secretados localmente em resposta a horménios ou fatores locais.
Os receptores para a maioria dos fatores osteoliticos sdo encontrados nos
osteoblastos e ndo nos osteoclastos. Em cultura, os osteoclastos
reabsorvem o0sso em resposta a fatores liberados por osteoblastos

estimulados®?, e componentes da matriz 6ssea é que atraem e ativam os
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osteoclastos. Por outro lado, a reabsorcdo éssea libera fatores que
recrutam e ativam os osteoblastos.®®

Um destes fatores que controlam o comportamento osteoclastico, €
a osteoprotegerina (OPG), descoberta em 1997.2° A super-expressio
dessa substdncia em camundongos transgénicos resultava em
osteopetrose devido ao bloqueio da diferenciacdo de osteoclastos. A
identificagdo e o estudo funcional da OPG mostraram que, além de
esteréides e outros hormonios, novas moléculas secretadas podem atuar
sistemicamente no controle da diferenciagdo de osteoclastos. Obviamente
a identificacdo de um receptor soluvel que controla a osteoclastogénese
sugeriu que deveria existir um fator associado a este receptor, o qual foi
chamado de RANKL, ou fator de diferenciagéo de osteoclastos (ODF).

Sabe-se, portanto, que a regeneracado 6ssea ndao € somente um
processo biolégico, mas, fatores elétricos, bioquimicos e mecanicos sao
também de fundamental importancia na regeneracdo e manutencdo do
0550 Vivo.”

A remodelacdo 6ssea nao ocorre apenas no desenvolvimento do
tecido, ou apds uma injuria, seja esta patoldgica ou traumatica. E um
processo dinamico, que ocorre no decorrer de toda vida, porém com
menor intensidade quando comparado ao processo de reparacao tecidual
geral. A remodelacao éssea se caracteriza por ser um processo ciclico e
de longa duracdo que ocorre principalmente por intermédio dos

osteoblastos realizando aposicdo 6ssea, e com o0s osteoclastos,
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responsaveis pela reabsor¢cdo Ossea. O resultado da atividade dos
osteoclastos € uma verdadeira escavacdo Ossea acompanhada da
liberagdo de produtos da degradacdo do tecido, que s&o incorporados
pelos capilares sanguineos, promovendo uma perfeita homeostase
tecidual. Essa seqgliéncia de eventos, na verdade, constitui um mecanismo
de autoreparagcdo da estrutura éssea, preservando a massa e a

arquitetura 6ssea dos organismos.”%"*

4.2 Biomateriais

O organismo esta sujeito a iniumeras adversidades que podem
levar a perda de um 0Orgao (perda dental, por exemplo), de massa
corpbrea (perdas ésseas), ou a substituicdo de um tecido por outro,
podendo ser este novo tecido indesejado ou ineficiente. Isto é
especialmente verdadeiro no que se refere ao tecido 6sseo. Como
observado anteriormente, este é um tecido altamente dindmico e versatil,
com funcdes diversas, como protecao de érgaos, reservatorio de calcio,
sustentacdo do corpo. Em determinadas situactes, como em casos de
acidentes ou doencas osteodestrutivas, nem sempre toda a dinamica
organica pode ser capaz de regenerar o tecido perdido e, assim, devolver
forma e funcdo adequadas.®

Em Odontologia, inUmeras sdo as situagdes onde as perdas

O0sseas prejudicam a fungdo dental, como nas periodontites, ou até
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mesmo impedem a reabilitacdo bucal, como é o caso de pacientes
desdentados que necessitam de reabilitacdo com implantes
osseointegraveis, mas nao possuem quantidade ou qualidade &ssea
adequadas. A busca por novos materiais sintéticos para o tratamento
dessas alteracbes do volume 6sseo incentiva o estudo de técnicas
apoiadas no desenvolvimento tecnoldgico dos biomateriais.”*

Os biomateriais sao definidos como aqueles materiais utilizados na
area meédica ou biomédica, objetivando a interacdo com o sistema
bioldgico.®" Muitos deles sdo uma alternativa efetiva para a substituicdo
de tecidos perdidos, incluindo o tecido 6sseo, pois ndo apresentam riscos
de transmissdo de doengas ou rejeicdo imunologica além de
apresentarem suprimento teoricamente ilimitado.*® Em suma, pode-se
dizer que biomateriais sdo materiais artificiais desenvolvidos para uso em
areas da saude com finalidade de substituir a matéria viva (érgdos ou
tecidos) cuja funcao foi perdida, englobando qualquer substancia sintética
ou natural que pode ser utilizada para este fim. Excluem-se aqui os
farmacos ou combinagdes de substancias.®’

Para que o biomaterial execute sua funcao biolégica com sucesso,
o0 mesmo deve ser utilizado em intimo contato com os tecidos do individuo
e, para tanto, deve possuir caracteristicas como: biocompatibilidade,
previsibilidade, aplicabilidade clinica, auséncia de riscos trans-operatérios
e seqiielas pés-operatérias minimas, além de aceitacdo pelo paciente.’®

Espera-se ainda que o biomaterial ndo seja carcinogénico ou pirogénico,
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apresente estabilidade quimica e bioldgica, resisténcia mecéanica e
elastica adequadas, e tenha baixo custo.’

Apesar de haver uma grande variedade de biomateriais substitutos
O6sseos, associada a um avanco crescente no seu desenvolvimento e
aperfeicoamento, ainda ndo existe um biomaterial que preencha todos
esses requisitos.”’

Artigos cientificos sobre defeitos 0sseos criados
experimentalmente e preenchidos com biomateriais sédo bastante comuns
na literatura. Ponto pacifico nesses artigos seria o fato de que um
biomaterial ideal para implante ésseo, de origem nao autbégena, deve ser
esterilizavel, ndo téxico, ndo induzir resposta imunolégica e que possa
estar disponivel em quantidades suficientes. Este deve ainda ser capaz
de induzir a diferenciagdo de células em osteoblastos, sendo ao mesmo
tempo gradualmente absorvivel, fornecendo um suporte condutivo para
formacdo de um novo osso. Adicionalmente, o material deve funcionar
como uma barreira mecanica para o crescimento de tecido fibroso ou
invaginacao de tecido muscular para dentro do defeito.’

Os biomateriais para implante e enxertia podem ser classificados
de acordo com sua origem em quatro grandes familias: Autoélogos,
Homologos, Aloplasticos e Xenogénicos.***

O biomaterial autbélogo é obtido de &reas doadoras do préprio
individuo. O homélogo é obtido de individuos da mesma espécie do

receptor; 0s xenogénicos sao obtidos de individuos de espécies diferentes
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do receptor, sendo mais comumente obtidos de bovinos e os aloplasticos
podem ser de natureza metalica, ceramica ou polimérica.>*°%*’

Biomateriais metélicos sdo aqueles que apresentam, quando na
forma sélida, ligagbes metalicas em sua composi¢ao. Ja os ceramicos sao
aqueles obtidos pelo cozimento ou queima de minerais ndo metalicos,
enquanto que o0s poliméricos seriam compostos formados pela
combinacdo de unidades menores, unidas por ligacées covalentes,
formando macromoléculas, tais como a qui’[osana.91

Os biomateriais podem também ser classificados de acordo com
seu mecanismo de agdo em osteogénicos (capacidade de levar consigo
células viaveis), osteoindutores (induzem células mesenquimais
indiferenciadas a se diferenciarem em osteoblastos, iniciando o processo
de remodelacdo éssea) e osteocondutores (servem de arcabougo para a
neoformagado 6ssea, permitindo a migragdo celular, para o interior do
defeito, e a proliferacao de vasos sangliineos, formando uma nova matriz
6ssea). Mudancas tecnolégicas na producdo dos biomateriais e na
obtencdo dos substitutos ésseos sao responsaveis por conferir a estes
materiais  caracteristicas de osteoindugdo, osteoconducdo ou
osteogénese, e estes fatores sdao o grande foco atual da
bioengenharia.'®®%
Os biomateriais podem ainda ser classificados como bioestaveis

(permanentes, utilizados na substituicdo por tempo indeterminado, de um

tecido lesado, devendo possuir caracteristicas mecénicas e fisico-
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quimicas compativeis com tal fungcdo) e bioabsorviveis (temporarios,
substituindo tecidos que necessitam de um suporte que preencha apenas
temporariamente a regido lesada, até que a recomposicao tecidual se
concretize, ou ainda que direcione o processo regenerativo).?’

Ha ainda outra classificacdo que pode ser utilizada para os
biomateriais, em fungao das caracteristicas fisico-quimicas resultantes do
seu processamento, aonde sao classificados em biomateriais orgéanicos e
inorganicos. Por exemplo, o 0sso, geralmente bovino, é desmineralizado
em condicbes controladas de pH e temperatura removendo os
componentes inorganicos e celulares, restando predominantemente
colageno tipo | e, em algumas vezes, residuos de fatores de crescimento.
O material inorganico é obtido através da desproteinizacdo do 0sso
através de processos termo-quimicos que removem sua porgao organica,
restando fundamentalmente hidroxiapatita (HA).™

O enxerto autélogo é considerado o padrao ouro atualmente, e é
largamente empregado quando da necessidade de aumento do volume
0sseo, visto que é o biomaterial que mais se aproxima de apresentar
propriedades desejaveis como osteogénese, osteoconducdo e
osteoinducdo, simultaneamente. Além disso, por ter origem no mesmo
individuo que ird receber o enxerto, a aceitacdo do procedimento pelo
organismo torna-se facilitada, sem risco de rejeicdo. Contudo,
inconvenientes desta técnica podem ser descritos, como a necessidade

de internagdo em alguns casos, necessidade de criagdo de uma segunda
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area cirurgica, maior periodo de convalescenga, susceptibilidade a
infecgbes nos sitios doadores e, ainda, reabsorgdo progressiva e
constante. Nem sempre a obtengdo de quantidade e qualidade
adequadas de osso autdégeno é simples, e os inconvenientes citados
anteriormente podem desencorajar o paciente a realizacdo do
procedimento.®

Sao esses os principais fatores que movimentam a busca pelos
biomateriais ndo autélogos, capazes de contornar essas dificuldades e ao
mesmo tempo trazendo o maximo das vantagens desse biomaterial

quanto for possivel.”®

4.3 Caracteristicas e utilizacao da Quitosana

A quitosana é um biopolimero hidrofilico obtido a partir da quitina,
termo derivado da palavra grega Khiton (que significa carapaca, casca ou
caixa de revestimento), e que designa um polissacarideo abundante na
natureza, perdendo apenas para a celulose em quantidade produzida
anualmente.”’

A quitina, segundo polimero mais abundante na natureza, € um
polissacarideo constituido por uma seqiéncia linear de acgucares
MONOMEricos do tipo B-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose(N-
acetilglicosamina) possuindo, assim, estrutura semelhante a das fibras de

celulose. A diferenca estrutural entre estas duas fibras se deve aos
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grupos hidroxila, localizados na posi¢cdo dois, que sao substituidos na
quitina por grupos acetamino. Sua principal fonte natural de obtencéo é a
carapaga de crustaceos (caranguejos, camarfes, lagostas e siris),
podendo também ser encontrada em insetos, moluscos e na parede
celular de fungos. A quitina apresenta grande variedade de aplicabilidade,
principalmente na industria téxtil, alimenticia e de cosméticos. Entretanto,
sua maior aplicacdo encontra-se na producéo de quitosana, que pode ser
utilizada em diversas aplicacdes.”

Toda a quitina comercialmente produzida é obtida dos residuos das
industrias de processamento de crustaceos enquanto alimento. A
quitosana é um polissacarideo originado a partir da reacado de
desacetilagdo parcial de quitina, geralmente por tratamento alcalino,
podendo ocorrer também naturalmente em alguns fungos.'®

A quitosana foi descoberta em 1859 por Rouget, quando do contato
da quitina com uma solugdo de hidroxido de potassio em ebulicao.
Durante o curso da desacetilagdo alcalina, ligacées N-acetil do polimero
quitina sdo rompidas, formando-se a D-glicosamina, que contém um
grupo amino livre. Entretanto, a quitosana nao pode ser considerada uma
molécula uniforme e sim um grupo de polimeros parcialmente
desacetilados, dos quais 0s que apresentam grau de desacetilagdo acima
de 50% podem ser considerados como quitosana. As aplicagcbes e
caracteristicas da quitosana dependem fundamentalmente do grau de

desacetilacao e do tamanho da cadeia polimérica. Assim sendo, um rigido
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controle das condigbes reacionais é essencial em um processo em escala
industrial para que se obtenha um polimero de cadeia longa e com grau
de desacetilacdo na faixa desejada. Outra opc¢ao de produgdo industrial
de quitosana se faz através da desacetilagdo microbioldgica, utilizando-se
enzimas especificas ou microrganismos.'®

A quitosana é uma das poucas fibras naturais soliveis em meio
acido, como por exemplo, suco de limao, vinagre ou suco gastrico. As
estruturas quimicas da quitina e da quitosana podem ser comparadas na

Figura 1.

FIGURA 1 — Estruturas quimicas dos polissacarideos quitina (a) e
quitosana (b).

A quitina e a quitosana sdo biologicamente sintetizadas em um
total de aproximadamente um bilhdo de toneladas anualmente, sendo
biodegradadas sem acumulo excessivo na natureza, através do ciclo da
quitina. As enzimas hidroliticas envolvidas neste processo (lisozima,

quitinase, quitina deacetilase e quitosanase) estdo largamente
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distribuidas nos tecidos e fluidos corpéreos dos animais, nas plantas,
além de também se encontrarem presentes em microrganismos do solo.™

A quitosana é insoluvel em &gua, acidos concentrados, alcalis,
alcool e acetona, sendo completamente soluvel em solu¢des de acidos
organicos quando o pH da solugdo é préximo de seis. Alguns &acidos
inorganicos e diluidos tais como o acido nitrico, perclérico ou fosférico,
podem ser utilizados no preparo de solu¢des de quitosana, entretanto, a
solucdo deve ser mantida sob agitacdo e aquecimento durante um longo
periodo para que ocorra a completa dissolugdo do polissacarideo.”

Outro importante parametro a ser ressaltado refere-se a carga da
quitosana em meio acido. Este polimero se comporta como um
polieletrélito, ou seja, apresenta uma alta densidade de carga (uma carga
positiva por unidade de glicosamina). Uma vez que biomoléculas como
proteinas, polissacarideos aniénicos, acidos nucléicos e acidos graxos,
dentre outras, podem apresentar cargas negativas em suas superficies,
freqlientemente verifica-se apreciavel interacao destas com a quitosana, o
que justifica sua atividade sobre elas.

A quitosana é um excelente floculante devido a presenca do
grande nimero de grupos amino (NH**) em sua estrutura, os quais podem
interagir com coldides carregados negativamente. Como exemplo, tem-se
a facilidade de aderéncia da quitosana em polimeros naturais como o
cabelo, pele, e sangue, constituidos por proteinas e mucopolissacarideos

com cargas negativas. Outra importante propriedade da quitosana refere-
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se a sua capacidade de complexagdo com diversos ions metalicos,
sendo, deste modo, util na quelag@o do ferro, cobre e magnésio. Tal fato
possibilita sua utilizagdo em processos de remog¢do de ions de metais
pesados toxicos, tais como prata, cadmio, mercurio, chumbo, niquel e
cromo que se encontrem em niveis acima dos limites de tolerancia e/ou
permitidos.'®

Foram encontradas diversas aplicacbes para este biomaterial,

4244 alem

aonde vem sendo empregada como bioadesivo e osseindutor
de excipiente para industria farmacéutica®®, agente cicatrizador, agente
antimicrobiano, material de bandagem, molde para enxerto de pele e
agente hemostatico’”’. Apresenta outras caracteristicas interessantes
como por exemplo ndo toxicidade, podendo ainda ser utilizada de acordo
com sua apresentacdo na forma de filmes, gel ou solucdo®®°, na
dependéncia de sua concentragao.

As aplicacdes e a producdo industrial da quitosana experimentaram
um elevado crescimento a partir da década de 70. No Japao, a producao
de quitosana cresceu 37% ao ano entre 1978 e 1983 Atualmente, as
maiores aplicacdes da quitosana estdo centralizadas na purificacdo da
agua, no processamento de alimentos e na quelagcao de ions metalicos. A
tendéncia atual para aplicagbes industriais concentra-se em produtos de
alto valor agregado, como cosméticos, agentes de liberagdo de farmacos

no organismo, aditivos alimentares, membranas semipermeaveis e

produtos farmacéuticos. Recentemente, foi relatado o grande potencial da
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quitosana na area de biotecnologia, podendo ser utilizada na forma de
flocos, gel ou membrana na imobilizacdo de células em meios de
cultura.™

Os produtos da degradagdo enzimatica da quitosana sé&o
oligbmeros de N-acetil-D-glicosamina, os quais, além de apresentarem
propriedades cicatrizantes e antimicrobianas, sdo totalmente absorviveis
pelo organismo.™

Em razdo da capacidade da quitosana em formar géis, filmes e
membranas em solugdes &acidas diluidas, diversas aplicacbes que
exploram esta propriedade vém sendo estudadas. A simples evaporagao
do solvente de uma solugcéo de quitosana espalhada sobre uma placa de
vidro é considerada como sendo a técnica mais simples para o preparo de
filmes de quitosana, produzindo, geralmente, filmes flexiveis e resistentes.
Um exemplo especifico desta aplicagcdo reside na obtengdo de
membranas para uso como rins artificiais, as quais apresentaram alta
resisténcia mecanica aliada a alta permeabilidade a uréia e a creatina.
Sendo impermeaveis as proteinas séricas, apresentam a vantagem Unica
de evitar a liberacdo de metais tdxicos na corrente sanglinea, ao
contrario do que ocorre normalmente com outras membranas.'®

Desde 1950, j& se conhece a aptidao dos polications em geral de
se ligarem as células vermelhas do sangue. Muitos estudos tém mostrado
sua eficacia como agentes aglutinantes de células. A quitosana, sendo

classificada como polication, apresenta propriedades ligantes e



42

aglutinantes. Em meados dos anos 60, estudos mostraram a capacidade
da quitosana, em baixas concentragbes, de promover a aglutinacdo das
células vermelhas do sangue, sendo tal capacidade dependente da
estrutura e da massa molar do polimero.*

O mecanismo pelo qual a quitosana se liga as células tem sido alvo
de diversas pesquisas. E bem conhecido que a forga repulsiva existente
entre as células vermelhas do sangue deve-se a rede de cargas negativas
das membranas celulares. Esta alta carga negativa na superficie das
células deve-se principalmente a presenca de residuos de acido
neuraminico na membrana celular. A formacdo do gel sobre as células
vermelhas do sangue € decorrente da interagdo entre o polimero
positivamente carregado (quitosana) e os receptores contendo residuos
do acido neuraminico presentes na superficie da célula. Recentemente,
na Guerra no Iraque (2003), o exército americano utilizou gazes
recobertas com quitosana como agente hemostatico visando, desta forma,
estancar o sangramento dos soldados atingidos.*

A quitosana tem sido também utilizada no tratamento da acne,
inibindo o crescimento de determinados tipos de bactérias responsaveis
pelo processo inflamatério associado a esta doenca.' Mediante esta
propriedade, a quitosana tem sido indicada por especialistas em
formulagdes de cremes e logbes de tratamento de pele. Além disso, a

quitosana também apresenta propriedade fungicida e, quando utilizada
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como conservante de alimentos, apresenta atividade bactericida superior
a do 4cido l4ctico.”

Experimentos utilizando aplicagbes tépicas de quitosana através de
pomadas e bandagens mostraram que este biopolimero promove uma
rapida cicatrizacdo de ferimentos e abscesso infectados por
Staphylococcus. Tais aplicagcoes diminuiram o tempo de coagulacao, que
é de fundamental importancia na cicatrizagao de ferimentos.'®

Todas essas aplicagées da quitosana s6 tem sido possiveis pois
caracteristicas como biocompatibilidade e biodegradabilidade estao
presentes. Além disso, este polimero pode atuar como material substituto
0sseo que ao longo do tempo vai sendo substituido por osso natural.
Polimeros de quitina sdo constituidos por arranjos paralelos de pontes de
hidrogénio que conferem melhores propriedades mecanicas, com alta
resisténcia a cargas, bem como estabilidade ao enxerto, caracteristicas
extremamente importantes especialmente nos estagios iniciais de
formagao 6ssea.®®

A quitosana mostra também capacidade para se degradar quando
utilizado in vivo, e isso ocorre principalmente por meio de hidrélise
enzimatica.*’ A capacidade de degradagdo de um biomaterial & um fator
extremamente importante na performance a longo prazo dentro da
engenharia tecidual, pois isso pode afetar muitos processo celulares,
incluindo o crescimento celular, regeneracdo tecidual e reposta do

hospedeiro ao biomaterial. Se um biomaterial é utilizado em engenharia
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tecidual do sistema musculo-esquelético, sua degradagdo deve ser
relativamente lenta, de maneira a permitir que aquele espaco seja
mantido até que a regeneracao esteja quase que totalmente concluida. A
lisozima € a principal enzima responsavel pela degradagédo in vivo da
quitosana, pois ataca residuos acetilados, encontrados em abundancia
nesse biomaterial.*?

Os produtos finais da degradacdo da quitosana sao alguns
oligossacarideos de tamanhos diversos. A taxa de degradacao é
inversamente proporcional ao grau de cristalinidade do biomaterial, fator
esse controlado pelo grau de desacetilacdo da quitosana. Formas muito
desacetiladas (DA > 85%) exibem taxas de degradacgao relativamente
baixas e podem durar meses antes de serem reabsorvidas in vivo,
enquanto formas com graus de desacetilagdo menores sofrem
degradacao mais rapidamente. A taxa de degradagdo também afeta as
propriedades mecanicas e a solubilidade da quitosana.3%43%°

Outra propriedade desde biomaterial € que ele possui consideravel
atividade antibacteriana, contra um amplo espectro de bactérias. Alguns
estudos mostram que o gel de quitosana pode diminuir a taxa de infeccao
em osteomielite causada por Staphylococcus aureus induzida em
coelhos.® A natureza catidnica da quitosana faz com ela possa interagir
com o0s anions da parede celular bacteriana. Essa interagdo entre a

quitosana carregada positivamente e a parede celular bacteriana

carregada negativamente leva ao vazamento de todo o conteudo
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intracelular bacteriano. A ligacdo da quitosana ao DNA e a inibicdo da
sintese de RNA mensageiro ocorre através da penetracdo da quitosana
no nucleo dos microorganismos, o que altera sua sintese de RNA e
proteinas.

A area da cicatrizacdo de feridas também tem recebido muita
énfase nas pesquisas com quitosana. Um grande numero de
pesquisadores vem examinando a reposta do receptor aos varios tipos
diferentes de implantes de quitosana. No geral, esses materiais induzem
uma reacdo de corpo estranho reduzida, com pequeno grau de
encapsulamento. Durante o curso da cicatrizagdo, ha a formacao de um
tecido de granulagao normal, normalmente associado a uma angiogénese
acentuada. Este biomaterial é capaz de aumentar as fungdes de células
inflamatérias como os leucécitos polimorfonucleares e macroéfagos,
promovendo organizacao celular. Sendo assim, poderia contribuir

beneficamente para o reparo tecidual.®

Porém, alguns estudos
demonstram que a quitosana e seus fragmentos podem estimular células
do sistema imune a se proliferar, interferindo negativamente na integracao
do biomaterial ao organismo receptor.*’

A quitosana é tida como acelerador da reparagao tecidual, capaz
de aumentar a produgdo de matriz extracelular através do aumento de
producéo de fatores de crescimento. Em cultura de células, acelera a

infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares nas fases iniciais de

cicatrizagcdo tecidual, aumentando, consideravelmente, a osteopontina,
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uma fosfoproteina capaz de aumentar a ligagdo celular na ferida em
cicatrizagdo.®

A quitosana também tem sido usada dentro da regeneragéo 0ssea.
Nos casos de sitios fechados, bolsas periodontais, defeitos infra-6sseos, 0
gel de quitosana puro ou misturado a algum outro biomaterial pode ser
levado com uma seringa sem a necessidade de anestesia e pode ser
adicionada solucao hidro-alcodlica para diminuir sua viscosidade. Ja para
o preenchimento de defeitos 6sseos, essa fluidez deve ser ajustada para
que haja um completo preenchimento da cavidade e, portanto, ndo deve
ter um alto grau de escoamento. Os autores®”®° também descrevem que
a apresentagdo do gel pode variar de acordo com a relagdo entre o
polimero e o solvente, obtendo-se assim as diferentes consisténcias
desejadas.

A combinacao da quitosana com outros materiais parece ser tema
comum em varios estudos, sendo que essas associacées tém sido
amplamente estudadas. O “mix” entre substancias sintéticas e naturais,
organicas e inorganicas cria novos biomateriais com propriedades fisico-
quimicas e bioldégicas mais amplas, favorecendo a aplicacdo clinica
desses materiais.*°

Este tipo de material também vem sendo empregado como
bioadesivo e agente permeavel, o que permite seu uso para facilitar a
entrega de drogas (“drug delivery”).65%"83 Esta propriedade torna o gel

derivado da quitosana um bom candidato como meio de liberacdo de
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medicamentos na mucosa bucal, canais radiculares, dentinas cariadas e
bolsas periodontais. Recentemente, foi proposto utilizd-lo como material
para a entrega de antibibticos para redugdo bacteriana local em
aplicagbes orais.'*° Atualmente, polimeros de quitosana vém sendo
testados em odontologia no tratamento da redugdo bacteriana.®”"%®
Sistemas de entrega de droga foram desenvolvidos para aumentar a
eficacia do efeito local e minimizar os efeitos colaterais indesejados.” A
aplicacdo do gel de quitosana, por exemplo, pode prover uma
permanéncia longa nos tecidos designados, penetragcdo de drogas
associadas, eficacia alta e aceitabilidade.*

Quando se pretende aplicar a quitosana em regides com
comprometimento sistémico, sua esterilizacdo se torna necessaria, o que
traz a tona problemas, pois este biopolimero, quando exposto a
temperaturas maiores que 120°C, sofre alteragbes em seu grau de
solubilidade, aparéncia e estrutura fisica, e quando exposto a radiacao
gama, sofre fissuras e um decréscimo de viscosidade dose-dependente,
sendo que o meio de desinfeccdo que menos altera a quitosana é a
radiacdo ultra-violeta*’, o que abre ainda mais campo para pesquisas
sobre as propriedades biomecanicas desse tipo de biopolimero.

Pesquisas que caracterizam a quitosana utilizada na fabricagcado do
biomaterial, citando fatores importantes, como o seu peso molecular ou

concentragao utilizada séo raras, o que prejudica sua reprodutibilidade e
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impede que seja avaliada a influéncia destes parametros nos resultados

obtidos com o biomaterial.*°



5 PROPOSICAO



5.1 Geral

O propésito geral deste trabalho foi desenvolver e avaliar o efeito

de biomateriais a base de quitosana na reparacao de defeitos 6sseos.

5.2 Especifica

Avaliar, radiogréfica e histologicamente o efeito da variagdo do
peso molecular dos géis de quitosana e de cloridrato de quitosana na

reparacao de defeitos 6sseos criticos realizados em calvarias de rato.



6 MATERIAL E METODO



O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da FOAR-UNESP (CEEA), sob o numero de protocolo

024/2006, que pode ser visualizado no Anexo 1.

6.1 Desenvolvimento dos biomateriais

Para a realizagdo deste trabalho, o primeiro passo foi a obtencéo
da quitina que daria origem a quitosana e ao cloridrato de quitosana
utilizados.

Visando este objetivo, cascas de camardao obtidas junto aos
produtores do litoral sul do estado de Sdo Paulo, armazenadas em
freezers do Instituto de Quimica, da Universidade de Sao Paulo, Campus
de Sao Carlos, foram lavadas em &gua corrente para remogao de
impurezas, trituradas em um liquidificador, desproteinizadas em solugéao
de Hidroxido de Sédio 1 M e desmineralizadas em solucdo de Acido
Cloridrico 0,25 M, fornecendo a quitina em pé.

Para a obtengédo da quitosana, em dois baldes volumétricos, 5 g de
quitina foram suspensas em 220 ml de solugdo de Hidroxido de Sédio
40%, a temperatura de 115 °C, sob agitacdo constante durante 6 horas,
promovendo sua desacetilagdo. Em um dos balées adicionou-se
Borohidreto de Sédio para minimizar a despolimerizacdo das cadeias,
produzindo quitosana de peso molecular maior. No outro baldo

volumétrico a reagao ocorreu normalmente, produzindo quitosana de peso
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molecular menor. Esses materiais foram lavados com agua destilada,
filtrados, secos e suspensos em solugdo de Acido Acético 1% sob
agitacdo durante 24 h. Na sequéncia as solugdes resultantes foram
filtradas e neutralizadas por adicdo de Hidroxido de Amoénio para
precipitagdo das quitosanas, que foram lavadas com &gua destilada,
secas e depois suspensas em solucdo de Acido Acético (0,1M), produzida
com agua estéril, a uma concentracdo de 20 mg/ml para obtencdo dos
géis de quitosana.

Ja para o cloridrato de quitosana, as quitosanas foram suspensas
em solucdo de Acido Acético (0,1 M) a uma concentragdo de 20 mg/ml, e
dialisadas contra uma solucdo de Cloreto de Sdédio 0,2 M durante trés
dias. As amostras de cloridrato de quitosana obtidas foram congeladas
em nitrogénio liquido, liofilizadas, e posteriormente dissolvidas em agua
destilada estéril para a obtenc¢ao do gel.

A obtencdo dos biomateriais seguiu rigorosamente 0s passos
descritos nesta metodologia, e como resultado obtiveram-se géis de
quitosana e de cloridrato de quitosana de peso molecular 90.000 e
400.000 kDa, parametro esse avaliado de eletroforese, com pH ao redor
de 6 e viscosidade estavel a temperatura de 37 °C (Figuras 2 - 4).

Os pesos moleculares obtidos refletem os dois extremos que
podemos encontrar ao trabalharmos com quitosana. As menores
moléculas de quitosana apresentam peso molecular em torno de 90.000

kDa, enquanto que as moléculas maiores chegam a pesar em torno de
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400.000 kDa. Dessa maneira, verificamos a influéncia dessa variavel na
atuacéo do gel desenvolvido. J& em relagdo a concentragdo de quitosana
e de cloridrato de quitosana presente no gel, foi fixado o valor de 20
mg/ml, pois essa é a chamada concentracdo estequiométrica do gel, ou
seja, todas as cadeias hidrolisaveis das moléculas de quitosana estao
interagindo com o acido, sem que haja falta ou excesso deste, evitando

que o pH do gel se torne desnecessariamente muito baixo.

Durante a producao dos biomateriais, foi feito o uso de materiais
esterilizados e de agua estéril como solvente, aliado ao uso de radiacao
ultravioleta sobre os géis, durante o periodo de 12 horas, antes de sua

utilizacao.

6.2 Aplicacao dos géis

6.2.1 Amostra

Neste estudo foram utilizados 50 ratos Rattus norvegicus, variagao
albinus, Holtzman, machos, adultos, de aproximadamente 3 meses de
idade, com massa corporal média de 350 gramas, mantidos no Biotério da
Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara (FOAr-UNESP),
alimentados com racao sdlida e com acesso a agua ad libitum, antes e
durante todo o periodo experimental, em ambiente com &gua, luz e

temperatura controladas, sendo que suas gaiolas foram identificadas pelo
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nome do pesquisador responsavel, massa corporal do animal, data da
cirurgia e do sacrificio, conforme o grupo e periodo, também apontados.
Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em 5
grupos, que foram avaliados em dois periodos experimentais (15 e 60
dias), com 5 animais em cada grupo. No total, foram confeccionados
cirurgicamente 50 defeitos ésseos, um em cada animal, distribuidos como

segue, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Numero de defeitos ésseos segundo periodo (dias) e grupos

Periodo (Dias)
Grupos 15 60 Total
Gl 5 5 10
Gl 5 5 10
Gl 5 5 10
GIV 5 5 10
GV 5 5 10
Total 25 25 50

Grupo | (G I) — Defeito preenchido por codgulo sanguineo - Grupo
controle; Grupo Il (G Il) — Defeito preenchido por gel de quitosana de
baixo peso molecular (90.000 kDa); Grupo Il (G Ill) — Defeito preenchido
por gel de quitosana de alto peso molecular (400.000 kDa); Grupo IV (G
IV) — Defeito preenchido por gel de cloridrato de quitosana de baixo peso
molecular (90.000 kDa); Grupo V (G V) — Defeito preenchido por gel de
cloridrato de quitosana de alto peso molecular (400.000 kDa).

Os animais foram anestesiados por uma combinacdo de
Quetamina com Xilazina, na proporcao de 0,08 ml/100g de massa
corporal (Cloridrato de Quetamina — Francotar — Virbac do Brasil Ind.

Com. Ltda.) e 0,04 ml/100g massa corporal (Cloridrato de Xilazina -
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Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda.), respectivamente.
Posteriormente, os animais foram submetidos a tricotomia na regido da
calvaria e foi realizada anti-sepsia do campo cirurgico com gaze estéril,
embebida em solugdo de povidine, com o animal sendo entdo

posicionado em decubito ventral sobre a mesa cirurgica.

6.2.2 Procedimento cirurgico

Foi utilizada técnica cirtrgica descrita previamente', com o acesso
cirurgico a porcao posterior da calvaria sendo obtido com uma incisdo
cutdnea e muscular central no sentido &antero-posterior, com
aproximadamente 3cm de extensdo, permitindo a exposi¢cao do tecido
0sseo, utilizando-se cabo para bisturi com Iamina intercambiével n® 15.

Em seguida, os tecidos foram divulsionados com o auxilio de uma
tesoura pequena com a extremidade romba e uma pin¢a de disseccao,
até a exposicdo do peridsteo, sendo este incisado e removido com o
mesmo tipo de lamina até a exposicao do tecido dsseo.

Foram confeccionados defeitos 6sseos circulares, na porcao
mediana da calvaria, imediatamente apds o vértice da sutura posterior
craniana do animal, com 8 mm de diametro e aproximadamente 1,5 mm
de espessura, dada pela remocéo total do tecido ésseo, utilizando uma
fresa trefina (3i — 3i implantes do Brasil) com 8 mm de diametro externo,

montada em contra-angulo (Anthogyr — Injecta — Diadema, Brasil) com
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reducao de 16:1, acoplado em motor para implante (BML 600 Plus Driller -
CK Driller — Brasil), com 1500 rpm, sob irrigacao constante com solugao
salina. Todos os cuidados foram mantidos para evitar qualquer lesdo a

dura-mater.

6.2.3 Implantacao dos biomateriais

Cada biomaterial foi implantado no defeito 0sseo, sendo
acomodado sobre a dura-mater, com espatula n® 7 e pinga, preenchendo
completamente o defeito, sem extravasamento.

A distribuicdo da implantacdo dos biomateriais foi padronizada
segundo grupos (Gll, Glll, GIV e GV) e pontos biolégicos (15 e 60 dias),
com excecao do Gl, onde apds a confeccdo do defeito désseo, houve
apenas a permanéncia do coagulo sanguineo.

Em seguida, todos os defeitos foram recobertos por membrana de
colageno (Genius-Baumer, Brasil), e suturados em planos com fio de
sutura Vycril 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Brasil). O animal foi entao
medicado com uma dose de 1ml de Pentabiético (Fort-Dodge, Brasil) para
cada 100 gramas de peso.

Aparentemente, as metodologias aplicadas, respeitando os
preceitos de bioética e biosseguranca, ndo foram traumaticas e nao

trouxeram incémodos ou dor aos animais utilizados durante a pesquisa,
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sendo que nenhum animal foi perdido durante a realizagdo desta

metologia (Figuras 5 —9).

6.3 Avaliacao radiografica

Para a avaliacao radiografica, foram realizadas duas radiografias
digitais da regiao do defeito ésseo preenchido com biomaterial, sendo que
uma radiografia foi feita imediatamente ap6s a cirurgia (radiografia inicial),
e a outra no momento do sacrificio do animal (radiografia final), aos 15 e
60 dias, de acordo com o grupo. Para tal, um sensor radiografico Schick
CDR (Schick Technologies Inc, Island City, NY, EUA) foi posicionado
paralelamente a superficie do defeito criado, de maneira padronizada
para todos os animais, por meio de um posicionador que foi desenvolvido
exclusivamente para essa aplicagdo, com uma distancia foco-sensor de
40 cm. O aparelho de raio-X GE 100 (General Electrics, EUA) foi ajustado
em 70 KvP e 10 mA, com um tempo de exposicdo ajustado a 0,15
segundos. As imagens radiograficas foram obtidas e salvas sob a
extensdo TIF, utilizando o préprio software fornecido pela Schick
Technologies Inc., juntamente com o sistema radiogréafico digital Schick
CDR.

Nesse sistema, de acordo com suas especificagdes técnicas, a
dose de radiagdo necessaria para a sensibilizacao do sensor radiografico

€ quantitativamente inferior ao método radiografico tradicional, sem que
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para isso a imagem gerada sofresse perdas significativas devido ao ruido.
As imagens obtidas em 256 tons de cinza apresentam, em média, um
ruido de 0,83% (1:120), de acordo com as especificagdes técnicas do
préprio sistema radiografico Schick CDR, que tem seu uso aprovado pela
ADA (American Dental Association) sem restricoes.

A densidade radiografica 6ssea no local dos defeitos foi
determinada pela analise dos tons de cinza no interior dos mesmos, em
toda a area do defeito criado, ou seja, em uma area de aproximadamente
35.000 pixels, por meio do software de imagens Image Tool 2.03
(UTHSCA, San Antonio, Texas, EUA), que forneceu a média e o desvio
padrao dos tons de cinza nessas regides pré-determinadas, por meio da
linha de histograma. Com o objetivo de eliminar possiveis vieses em
relacdo a variabilidade de densidade entre uma radiografia e outra,
realizou-se a relativizacdo da densidade éssea, a partir da densidade
radiografica do padrao metalico utilizado, compensando assim pequenas

variacdes matematicas® (Figuras 10 e 11).

6.4 Obtencao das biopsias e processamento laboratorial

Apdés a realizagao das radiografias finais, houve o aprofundamento
da anestesia geral, até a constatagdo da morte do animal. Foi entdo
realizada uma incisdo bicoronal no animal, removendo toda a porg¢ao

superior da calvaria (em bloco), incluindo tecidos moles e duros, utilizando
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tesouras e alicate de corte. Esse tipo de retirada das bidpsias foi
escolhido por preservar totalmente as estruturas pesquisadas, desde a
regido preenchida pelo biomaterial, bem como a membrana de colageno
que recobre os defeitos.

As biopsias foram identificadas e fixadas em formol de Lillie
(Formol tamponado a 10%)* por aproximadamente 72 horas, para
manutencdo das estruturas que se desejava avaliar. Na seqiéncia, as
bibpsias foram lavadas em agua corrente, durante 24 horas, para
remocdo do formol e foi iniciado o processo de descalcificacdo das
mesmas, com sua imersao em solucdo descalcificadora de Anna Morse
(Citrato de Sédio a 20% + Acido Férmico a 50%)°’, trocada a cada 48
horas, durante 40 dias. Constatada a correta descalcificagédo das pegas,
as mesmas tiveram o excesso de &cido neutralizado por imersdao em
solucdo de Citrato de Sédio a 5% durante 3 dias, com trocas diarias da
solucdo, e foram lavadas em agua corrente durante 24 horas antes do
inicio de sua desidratacao, que foi feita em banhos crescentes de alcool
(70°, 90°, alcool absoluto), permitindo que a peca fosse finalmente
diafanizada em xilol durante 3 horas, e incluida em parafina.

Antes da inclusdo em parafina, as pecas foram divididas, tendo
como base a regiao mediana do defeito criado, sendo que cada bidpsia
deu origem a dois blocos, um deles para ser utilizado nesta pesquisa e

outro que foi guardado, no intuito de posteriormente realizarmos outras

avaliacbes deste material. A identificacdo das metades foi feita
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inicialmente na propria pega, e, apdés a inclusdo, trabalhamos com
aquelas pecas referentes a regido posterior da calvaria do animal,
obtendo as laminas histolégicas a partir do centro do defeito (Figuras 12 e
13).

Foram obtidos 150 cortes com 6 um de espessura de cada peca,
divididos em laminas com 5 cortes cada, que foram coradas pela técnica
da Hematoxilina-Eosina e do Tricrémico de Masson, permitindo a correta
avaliagcao histologica das estruturas teciduais na regido dos defeitos
criados.

A avaliagao histoldgica foi feita utilizando-se um microscépio de luz
DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Alemanha), com objetivas
para aumento de 4 até 100 vezes, e oculares com aumento de 10 vezes,
através do qual as imagens foram observadas e avaliadas. As imagens
representativas a avaliagdo feita foram enviadas para um
microcomputador, através de uma camera fotografica digital Leica
Microsystems DFC-300-FX (Leica Microsystems, Alemanha), com
resolucdo de 1.3 megapixels, acoplada ao microscopio 6ptico, para sua

posterior utilizagdo na descricdo dos resultados obtidos.

6.5 Obtencao dos resultados e analise estatistica

Os resultados radiograficos foram agrupados em Tabelas e

submetidos a avaliagdo estatistica, enquanto que todas as laminas
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histologicas foram avaliadas, e algumas fotografadas, em aumentos
variados, no intuito de fornecer um laudo com as informacdes
representativas de cada um dos grupos da pesquisa, agregado a imagens
digitais que sustentem esse laudo e que sejam ilustrativas para a

pesquisa.
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a b

FIGURA 2 - (a) cascas de camarao higienizadas, a matéria prima para a
obtencdo da quitina e (b) as cascas ja trituradas, prontas para ser
desproteinizadas e desmineralizadas.

a

FIGURA 3 - (a) quitina em p6 obtida durante a aplicacdo da metodologia e
(b) quitosana em pé obtida a partir da quitina.

b

FIGURA 4 - (a) Cloridrato de quitosana, apos a liofilizacao e (b) gel de
quitosana obtido, macroscopicamente igual ao de cloridrato de quitosana.
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a b

FIGURA 5 - Regido do procedimento cirurgico, apos tricotomia, antes (a)
e apods anti-sepsia com Povidine.

a

FIGURA 6 - (a) instrumental utilizado para a cirurgia, montado em mesa
cirurgica e (b) detalhe da broca trefina utilizada para a criagdo dos
defeitos dsseos.

a b

FIGURA 7 - (a) incisao feita, visando a exposicao da regiao para criacao
do defeito 6sseo e (b) criacdo do defeito 6sseo, com 8 mm de didmetro.
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a b

FIGURA 8 - (a) defeito criado, com a preservacao da dura-mater e (b) gel
sendo aplicado cuidadosamente sobre o defeito, preenchendo-o por
completo, sem extravasamento.

a b

FIGURA 9 - (a) recobrimento do defeito com membrana de colageno e (b)
sutura em planos ja realizada, com completa coaptacao dos bordos.

a b

FIGURA 10 - (a) sensor radiogréfico digital utilizado e (b) sensor acoplado
paralelamente ao plano horizontal, dentro de caixa especial. A
perpendicularidade sensor/feixe de raios-X foi sempre mantida.
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FIGURA 11 - (a) imagem radiogréafica obtida, com defeito delimitado, a
seta marca a regido de padronizacdo e (b) interface do software de
céalculo da densidade radiografica.

FIGURA 12 - (a) cranio seco de rato com area da biopsia delimitada e (b)
marcacoes das regides do corte da biépsia, para identificacao.

FIGURA 13 - (a) diagrama exemplificando a maneira como as bidpsias
foram reduzidas. Os blocos utilizados na pesquisa correspondem a regiao
posterior da calvaria dos animais (b).



7 RESULTADO



Os resultados deste trabalho estdo expostos de maneira separada,
com finalidade didatica, da seguinte maneira: primeiramente os resultados
da avaliagao radiografica, incluindo as comparagdes estatisticas entre os
grupos do estudo, e na sequiéncia os resultados histolégicos, subdivididos
de acordo com os grupos e periodos estudados, obtidos pela analise
seriada das laminas com diferentes coloragdes histol6gicas: Hematoxilina-
Eosina e Tricrbmico de Masson, através do microscopio de Iluz

convencional.

7.1 Resultados radiograficos

Em primeiro lugar é apresentada a Tabela 2, aonde é possivel
inferir as diferengas estatisticas entre cada um dos grupos estudados. Um
quadro com os dados brutos obtidos na avaliagcdo da densidade
radiografica em cada um dos animais encontra-se no Anexo 2.

Na sequiéncia apresentamos o Grafico 1, representando os valores
demonstrados na Tabela 2, e que permite a comparacdo visual entre a
densidade radiografica obtida nos diferentes grupos e periodos da
pesquisa, nos momentos inicial e final.

Os resultados obtidos nesta parte do estudo indicam que, na
avaliagao feita no periodo de 15 dias, tanto o grupo controle como todos
0s grupos em que foram utilizados biomateriais no preenchimento do

defeito, com excecdo do gel de quitosana de baixo peso molecular,
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apresentaram aumento estatisticamente significante da densidade 6ssea
radiogréfica na regido do defeito, ao compararmos as imagens
radiograficas iniciais e finais. Levando-se em conta apenas os valores
obtidos nas radiografias finais desse periodo, em comparagdo ao grupo
controle, percebe-se que nos grupos nos quais foram utilizados
biomateriais para o preenchimento do defeito os valores obtidos foram
menores, com o resultado do grupo em que foi usado gel de cloridrato de
quitosana de baixo peso molecular sendo o Unico aonde essa diferenca
foi estatisticamente significante.

No periodo de 60 dias essa tendéncia de resultados modificou-se,
ja que, ao compararmos a imagem radiogréfica final com a inicial, apenas
nos grupos controle e gel de quitosana de baixo peso molecular houve
aumento significante da densidade 6&ssea radiogréfica na regido do
defeito. Nos demais grupos esse valor diminuiu, porém sem diferenca
significante. Ao compararmos apenas os valores da imagem radiografica
final, percebe-se que o grupo controle apresentou os maiores resultados,
e que essa diferenca foi estatisticamente significante quando comparada
aos grupos aonde foi utilizado gel de quitosana de alto peso molecular e

gel de cloridrato de quitosana de alto e de baixo peso molecular.
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Tabela 2 - Valores relativizados e desvio padrdo da densidade
radiogréfica na area dos defeitos criados, de acordo com 0s grupos e
periodos, no momento inicial e final

Periodos
15 dias - Inicial 15 dias - Final 60 dias - Inicial 60 dias - Final

Quit. BP  0.301 £ 0.055 0.341+0.083 0.260 +0.015 0.340 +0.031°
Quit. AP 0.251+0.028 0.341+0.082° 0.296 +0.055 0.285 + 0.048 °
Clor. BP  0.233+0.023 0.302+0.011° 0.260+0.029 0.228 + 0.048 °

Grupos

Clor. AP 0.301+0.046 0.377+0.052° 0.293+0.032 0.276 + 0.097 °
Controle 0.249+0.019 0.400+0.025% 0.220+0.022 0.353 +0.015°

(a) Diferenca entre a densidade radiografica inicial e final, no mesmo
grupo e periodo, p<0.001 e (b) p<0.05 — ANOVA - teste t. (c) Diferenca
para a densidade radiografica final em relagcdo ao grupo controle de
mesmo periodo, p<0.001 e (d) p<0.05 — ANOVA - teste t. Quit. —
Quitosana, Clor. — Cloridrato de Quitosana, BP — Baixo peso molecular,
AP — Alto peso molecular.
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0.450
0.425
0.400
0.375
0.350
0.325
0.300
0.275
0.250
0.223
0.200
0.173
0.150
0.123
0.100
0.073
0.050
0.023
0.000

| -----'
| -----ql
| -----|l

Contr.  Contr. QBP QBP QAP QAP CBP CBP C-AP CAP
15d 60d 15d 60d 15d 60d 15d 60d 15d 60d

= Valorinicial ®=Valorfinal

GRAFICO 1 - Valores relativizados da densidade radiografica na area dos
defeitos criados, de acordo com os grupos e periodos, no momento inicial
e final. AP — Alto peso molecular, BP — Baixo peso molecular, Contr. —
Controle, Q — Quitosana, C — Cloridrato de quitosana. (a) Diferenca entre
a densidade radiografica inicial e final, no mesmo grupo e periodo,
p<0.001 e (b) p<0.05 — ANOVA — Teste t. (c) Diferenga para a densidade
radiogréfica final em relacdo ao grupo controle de mesmo periodo,
p<0.001 e (d) p<0.05 — ANOVA — Teste t.
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7.2 Resultados histolégicos

Os resultados histolégicos serdo apresentados de acordo com o0s

grupos e periodos estudados na pesquisa.

7.2.1 Grupo controle negativo

Aos 15 dias, foi observa-se, na regido correspondente ao defeito,
extensa area ocupada por tecido conjuntivo fibroso desorganizado e de
densidade variavel, envolvendo tecido com predominio de células
inflamatérias  (principalmente  macrofagos) e vasos sanguineos
apresentando estase celular. A membrana de colageno utilizada para
recobrimento do defeito apresentava-se em fase inicial de reabsorcao e a
neoformagao éssea se limitava as regides proximas as bordas do defeito,
destacando-se, proxima a linha de reversao, pequena area de formacao
de osso trabecular.

Para o periodo de 60 dias foi observada evolugdo do quadro
anterior, com aumento da organizacao do tecido conjuntivo fibroso, agora
denso, e diminuicdo do infiltrado inflamatério. Os vasos sanguineos
continuavam a apresentar estase celular. A membrana de coladgeno
apresentava-se em avangado estado de reabsor¢do. Neoformagao éssea

foi observada apenas nas regides proximas as bordas do defeito.
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FIGURA 14 - Periodo de 15 dias evidenciando regido da borda do defeito
0sseo criado. (*) regido de neoformacdo Ossea, (=) membrana de
colageno em processo de reabsorcao (100x, HE).

FIGURA 15 - Periodo de 15 dias evidenciando regido da borda do defeito
0sseo criado em maior aumento. Atentar para o tecido conjuntivo
altamente celularizado e com densidade colagena variada (400x, HE).
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FIGURA 16 - Periodo de 15 dias evidenciando regido da borda do defeito
6sseo criado. Vasos sanguineos com estase vascular (=) no tecido
conjuntivo altamente celularizado (400x, Tricrémico de Masson).

FIGURA 17 - Periodo de 15 dias evidenciando regidao central do defeito.
Atentar para os vasos sanguineos com estase vascular (=) e regidao com
denso infiltrado inflamatério (*) (200x, HE).
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FIGURA 18 - Periodo de 60 dias demonstrando reducédo do infiltrado
celular em relagcdo ao periodo inicial. A seta (=) demarca a pequena
quantia de osso neoformado nas bordas do defeito (100x, HE).

FIGURA 19 — Mesmo campo anterior em maior aumento. Atentar para o
conteudo inflamatério discreto, e grande niumero de vasos sanguineos
(=) ao redor do osso neoformado nas bordas do defeito (400x, HE).
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FIGURA 20 - Mesma regiao anterior, em outra coloracdo. Notar a
densidade colagena aumentada e o reduzido numero de células
inflamatérias nas bordas do defeito (400x, Tricromico de Masson).

FIGURA 21 - Regiao central do defeito para o periodo de 60 dias O tecido
conjuntivo é fibroso e denso, muito organizado e com reduzido conteudo
inflamatério (200x, HE).
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7.2.2 Grupo Quitosana de baixo peso molecular

Para o grupo que teve o defeito ésseo preenchido com gel de
quitosana de baixo peso molecular, no periodo de 15 dias foi observado
um extenso infiltrado inflamatério agudo, constituido principalmente por
células polimorfonucleares, entremeado a um tecido conjuntivo
desorganizado e de densidade colagena variavel.

Os vasos sanguineos apresentam estase celular avancada. Além
disso, algumas areas necréticas de tecido conjuntivo puderam ser
observadas, com a percepcao de algumas células gigantes, e a formagao
O0ssea foi muito discreta e restrita as margens do defeito. Pequenos
fragmentos da membrana de colageno podem ser observados, mas sem
continuidade.

Aos 60 dias o quadro anterior apresentava-se com maior
maturacdo, sendo observado na area correspondente ao defeito um
infiltrado inflamatério crénico, incluido em area de tecido conjuntivo fibroso
denso, variavelmente organizado, envolvendo area com predominio de
macréfagos, e vasos sanguineos estasiados. Areas necréticas puderam
ser observadas, com formacao éssea diminuta, restrita as margens do
defeito.

Em ambos os periodos ndo foram observados remanescentes do

biomaterial utilizado para o preenchimento dos defeitos.
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FIGURA 22 - Periodo de 15 dias, mostrando a regido da borda do defeito
6sseo. (*) regido aonde houve neoformacdo éssea, (=) infiltrado
inflamatério agudo (100x, HE).

FIGURA 23 - Quadro anterior em maior aumento. Atentar para o
moderado conteudo de células inflamatérias proximas a borda do defeito,
no tecido conjuntivo (400x, HE).
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FIGURA 24 - Em outra coloragcdo, o mesmo quadro da foto anterior.
Atentar para a organizacao colagena variavel e pequena formacao 6ssea
(400x, Tricromico de Masson).

FIGURA 25 - No periodo de 15 dias, na regiao central do defeito,
podemos ver regido com intenso infiltrado inflamatério (*) e algumas
células gigantes (=) (200x, HE).
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FIGURA 26 — Nas biépsias do periodo de 60 dias, podemos ver pequena
formacao 6ssea (*), porém o tecido conjuntivo encontra-se com intenso
infiltrado inflamatério (=), com areas necréticas (100x, HE).

FIGURA 27 - Maior aumento do quadro anterior, demonstrando o elevado
conteudo inflamatério (*) do tecido conjuntivo proximo ao 0sso
neoformado (400x, HE).
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FIGURA 28 - Mesmo campo, porém em outra coloragdo. Notar conteudo
celular elevado do tecido conjuntivo, com vasos estasiados (=) (400x,

Tricrébmico de Masson).

FIGURA 29 - Finalizando o periodo de 60 dias deste grupo, na regiao
central do defeito, regides de tecido conjuntivo fibroso denso,
variavelmente organizado com intenso infiltrado inflamatério (*) (200x,

HE).
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7.2.3 Grupo Quitosana de alto peso molecular

Quando o material utilizado para o preenchimento dos defeitos
0sseos foi 0 gel de quitosana de alto peso molecular, aos 15 dias
observou-se presenca de tecido conjuntivo com densidade colagena
variavel preenchendo toda a area do defeito, onde se destacou préximo a
borda do defeito criado pequena area de formagao de osso trabecular.

Infiltrado inflamatério crébnico moderado estava presente,
composto principalmente por macroéfagos, sendo que podiam ser
observadas areas nas quais a concentragcao de macréfagos era extensa,
causando necrose tecidual, observada pontualmente. Estase vascular
pbdde ser observada em toda a area do defeito.

Para o periodo de 60 dias pode-se observar a evolugdo do quadro
acima, com a diferenca de que o quadro inflamatério apresentava-se em
estado de resolucdo ainda inicial, com diminuicdo das areas de necrose
tecidual. Além do tecido 6sseo formado nas bordas do defeito criado,
focos com maior organizacdo de tecido conjuntivo, com potencial de
organizacao para formacao de centros de ossificacdo, ainda em periodo
inicial, sdo notados em meio ao tecido conjuntivo fibroso ricamente

celularizado que preenchia a maior parte do defeito.
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FIGURA 30 - Periodo de 15 dias, focando regiao da borda do defeito
0sseo. Pode-se ver tecido conjuntivo com densidade colagena variavel (*)
e infiltrado inflamatério crénico (=) (100x, HE).

FIGURA 31 - Em um maior aumento do quadro anterior pode-se ver
pequena area de neoformacao Ossea (*) e tecido conjuntivo altamente
celularizado, com infiltrado inflamatério (=) (400x, HE)
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FIGURA 32 - Fotomicrografia do campo anterior, outra coloragao,
permitindo ver o conteddo colageno variavel no tecido altamente infiltrado
por células inflamatérias (400x, Tricromico de Masson).

FIGURA 33 - Centro do defeito no grupo de 15 dias. A estase vascular é
visivel pontualmente (=), e o infiltrado inflamatério é rico em macréfagos
(200x, HE).
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FIGURA 34 - Periodo de 60 dias, evidenciando a borda do defeito 6sseo.
Evolugéo do quadro observado aos 15 dias, porém ainda com infiltrado
inflamatério crénico extenso (=) (100x, HE).

FIGURA 35 - Maior aumento do campo anterior. Apesar de 0SSO
neoformado préximo a margem do defeito (*), vé-se infiltrado inflamatério
crénico extenso, com areas de necrose (=) (400x, HE).
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FIGURA 36 — Mesmo campo em outra coloracdo. Atentar para o pouco
conteudo fibroso e alto conteddo celular do tecido conjuntivo (400x,
Tricrébmico de Masson).

FIGURA 37 - Centro do defeito aos 60 dias, evidenciando regido com
infiltrado inflamatério crénico extenso (*), e estase celular (=) (200x, HE).
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7.2.4 Grupo Cloridrato de Quitosana de baixo peso molecular

Em relagdo ao grupo que teve os defeitos tratados com gel de
cloridrato de quitosana de baixo peso molecular, podemos notar aos 15
dias reduzida area de neoformacao Ossea restrita as margens do defeito
criado. Tecido conjuntivo com densidade colagena variavel, e rico em
células inflamatérias pode ser visto, e nessas regides ha o predominio de
macrofagos.

Na regidao central do defeito o quadro é bem semelhante, com
intenso quadro inflamatério. A estase celular também esté presente. Nao
foram encontrados resquicios do biomaterial.

Para o periodo de 60 dias, observa-se evolugao significativa do
quadro inflamatério na regido proxima a borda do defeito, com aumento
do conteudo colagenoso do tecido, embora sem que haja aumento no
volume de osso neoformado. A estase celular continua presente.

Na regido central do defeito ainda pode ser observado quadro de
infiltrado inflamatério crébnico moderado com areas de extensa
concentragdo de macrofagos e necrose tecidual. A area mais interna do
defeito apresentava tecido conjuntivo melhor organizado, com diminuicao

do conteudo celular e aumento do conteudo de colageno.
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FIGURA 38 - Imagem do periodo de 15 dias, mostrando area de
neoformacao éssea restrita as margens do defeito criado (*). Tecido
conjuntivo com densidade coladgena variavel, e rico em células
inflamatérias também pode ser visto (100x, HE).

FIGURA 39 - Em maior aumento, o infiltrado inflamatério ao redor do osso
neoformado fica mais visivel (400x, HE).
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FIGURA 40 - No mesmo campo, em outra coloracdo, pode-se ver o
conteudo celular elevado em relacdo ao conteudo fibroso, no interior do
defeito (400x, Tricromico de Masson).

FIGURA 41 - No centro do defeito do periodo de 15 dias pode ser visto
com intenso quadro inflamatério (*), com pontos de estase celular (200x,
HE).
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FIGURA 42 - Evolugéao significativa do quadro inflamatério no periodo de
60 dias, na regiao préxima a borda do defeito, com elevacao do contetdo
colagenoso do tecido (100x, HE).

FIGURA 43 - Atentar para o maior aumento da situagdo anterior,
evidenciando o reduzido conteudo inflamatério e moderada organizacao
do colageno (400x, HE).
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FIGURA 44 - Outra coloracdo do campo anterior, deixando claro o
aumento do volume e da organizacao do colageno em relacao ao periodo
inicial. Pouca estase celular é vista (*) (400x, HE).

FIGURA 45 - A regido central do defeito mostra evolugéo reduzida, com a
manutencao do infiltrado inflamatério crénico (=) e areas necréticas (*)
(200x, HE).
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7.2.5 Grupo Cloridrato de Quitosana de alto peso molecular

Quando foi utilizado o gel de cloridrato de quitosana de alto peso
molecular como biomaterial para preenchimento dos defeitos 6sseos
criados, observa-se aos 15 dias que pouco osso se formou préximo a
margem do defeito, e que este esta quase que totalmente preenchido por
tecido conjuntivo de densidade variavel altamente celularizado, com
exuberante infiltrado inflamatério podendo ser observado.

Em alguns locais, necrose tecidual em fase inicial pode ser
observada, sendo que na regidao central do defeito esse quadro é mais
avang¢ado, com muitos macréfagos no tecido conjuntivo.

Aos 60 dias o que se nota € que este quadro ndo apresentou
evolugdo, pois ao redor da diminuta quantia de osso que se formou
proximo as margens do defeito, se observa um infiltrado inflamatério
crébnico, com o tecido conjuntivo rico em células, principalmente
macro6fagos, agrupados pontualmente em algumas regides.

No centro do defeito essa situacdo é mantida, embora focos
necroticos, ao contrario do que se observou no grupo de 15 dias, nao sao

vistos.
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FIGURA 46 - Aos 15 dias podemos observar pouco 0sso neoformado (*) e
o defeito preenchido por tecido conjuntivo de densidade variavel, com
exuberante infiltrado inflamatério (=) (100x, HE).

FIGURA 47 - Em um maior aumento do campo anterior, observa-se o
infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo préximo ao osso neoformado
(400x, HE).
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FIGURA 48 — No mesmo campo, em outra coloragdo, percebe-se a
degradacao celular no interior do tecido conjuntivo (*), com areas iniciais
de necrose tecidual (400x, Tricromico de Masson).

FIGURA 49 - A regiao central do defeito apresenta infiltrado inflamatério
rico em células (*), principalmente macrofagos, e pontos iniciais de
necrose tecidual (=) (200x, HE).
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FIGURA 50 - No grupo de 60 dias pode-se ver diminuta quantia de osso
neoformado (*) e infiltrado inflamatério crénico (=) ocupando o tecido
conjuntivo que preenche o defeito (100x, HE).

FIGURA 51 - Esse infiltrado inflamatério pode ser mais bem visto em
maior aumento, bem como o pequeno contetdo colagenoso do tecido,
rico em células ao redor do osso neoformado (400x, HE).
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FIGURA 52 - Contraste entre o tecido conjuntivo rico em colageno (*) e o
infiltrado inflamatério altamente celularizado (=) (400x, Tricromico de
Masson).

FIGURA 53 - Finalmente, no grupo de 60 dias, temos a regidao central do
defeito, com intenso infiltrado inflamatério, porém sem a presenga de
focos necroticos.



8 DISCUSSAO



Atualmente o numero de pacientes em busca de reabilitagdes orais
complexas, baseadas principalmente em implantes osseointegraveis
aumentou muito. Devido a auséncia de altura e largura éssea,
freqientemente encontradas em pacientes candidatos a esta modalidade
de tratamento, e essenciais para que estes implantes possam ser
corretamente instalados, varias técnicas sao propostas objetivando
viabilizar as condi¢des 6sseas, permitindo a ampliacdo das indicacdes da
reabilitacdo com implantes e sua colocacdo em posicdes que favorecam a
estética e a funcionalidade.?

A engenharia tecidual 6ssea oferece uma estratégia de grande
potencial na tentativa de recuperar osso perdido. Nela, os substitutos
0sseos biodegradaveis agem como uma espécie de esqueleto temporario,
inserido em sitios defeituosos ou aonde houve perda de tecido 6sseo, na
tentativa de dar suporte e de estimular a regeneragédo do 0sso enquanto
sofre degradacdo gradativa, sendo substituido pelo osso neo-formado.®

Ha anos, pesquisas tém procurado maneiras para substituir tecidos
vivos, utilizando como substancias sintéticas ou naturais. Williams,
Blayney®', em 1987, relatam que para um biomaterial possa ser utilizado
como substituto 6sseo devera ter in vivo, dois objetivos basicos: poder ser
utilizado como substituto 6sseo permanente, ocupando o lugar do tecido
0sseo e desempenhando suas fungdes protetoras e de suporte, situagéo
esta onde nao é pré-requisito que o material possua uma estrutura fisica e

quimica semelhante ao 0sso, mas sim propriedades mecanicas, fisicas e
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quimicas adequadas, como por exemplo, estabilidade, facil utilizagao
clinica e habilidade de se incorporar ao tecido ésseo, além disso, também
pode ser utilizado como substituto &ésseo, pela sua capacidade de
formagédo de arcabouco para neoformagdo tecidual em seu interior,
devendo ser reabsorvido ou dissolver-se ao final do processo de
remodelamento tecidual. E sabido também que um material para enxerto
ou transplante deve ser capaz de promover osteoconduc¢éo, osteoinducao
e osteopromogao, isoladamente ou em conjunto.®

Uma das principais propriedades desejaveis dos biomateriais de
enxerto é que apresentem compatibilidade com os tecidos vivos. Sabe-se
que a biocompatibilidade de um material é avaliada pela sua capacidade
em produzir uma resposta apropriada no hospedeiro, a qual é influenciada
por uma série de fatores que dependem de sua aplicagdo especifica.??
Além disso, em relagédo a sua aplicagéo, esses substitutos ésseos devem
possuir capacidade de ser injetados diretamente na lesdo, com
consisténcia apropriada, nao sofrendo variacdes de temperatura in vivo, e
de preferéncia serem bioativos e radiopacos.”®

Hoje em dia ha uma enorme variedade de biomateriais que podem
ser utilizados como substitutos Osseos, entre eles os aloplasticos
poliméricos, que podem ser preparados em laboratorio, tais como os
biomateriais & base de quitosana.?>*****" Os biomateriais poliméricos tém
sido desenvolvidos em busca dessas caracteristicas, na tentativa de se

obter uma substancia que agregue o maior numero possivel delas.
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Biomateriais a base de quitosana sao uma realidade na &rea da
saude, e sua aplicagdo vem sendo estudada em vérios campos, desde a
indastria farmacéutica, até a engenharia tecidual. Fatores como a
facilidade de obtengdo, possibilidade de manipulacdo em diferentes
formas, desde as mais viscosas, como 0s géis, até elaborados suportes
celulares, e carreadores de fatores de crescimento, além da
biocompatibilidade, biodegradabilidade, fazem com que a quitosana se
mantenha como foco de pesquisas atual e relevante dentro da
Odontologia e Medicina. 8596669

Este estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar radiogréafica e
histologicamente biomateriais a base de quitosana. Especificamente,
foram desenvolvidos géis de quitosana e de cloridrato de quitosana, com
diferentes pesos moleculares, e na seqiéncia aplicamos esses géis em
defeitos &sseos criticos criados na calvaria de ratos, avaliando a
densidade radiografica 6ssea inicial e final, e os aspectos histol6gicos da
regido tratada com os biomateriais desenvolvidos.

O primeiro desafio em nossa pesquisa foi manipular géis de
quitosana e de cloridrato de quitosana passiveis de serem aplicados nos
defeito 6sseos criados. Gerentes et al.?’”, em 2002, mostraram a
possibilidade de manipulagdo do gel de quitosana, podendo assim tornar
sua consisténcia compativel com diferentes situagbes clinicas que
necessitassem do material de consisténcia mais ou menos endurecido

para os diferentes defeitos a serem regenerados. Esses autores avaliaram
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a possibilidade de utilizagdo deste gel em sitos cirdrgicos ou em terapia
periodontal n&o cirurgica. Nos casos de sitios fechados, bolsas
periodontais, defeitos infra-6sseos, o gel pode ser levado com uma
seringa sem a necessidade de anestesia e adicionado a solu¢do hidro-
alcodlica para diminuir sua viscosidade. Ja para preenchimento de
defeitos ésseos, essa fluidez deveria ser ajustada para que houvesse um
completo preenchimento da cavidade e, portanto, ndo poderia ter um alto
grau de escoamento. Os autores também descrevem que a apresentacao
do gel pode variar de acordo com a relag@o entre o polimero e o solvente,
obtendo-se assim as diferentes consisténcias desejadas.?’

Essa versatilidade da quitosana permite, por exemplo, que ela seja
estudada como adjuvante para melhorar a injetabilidade de outros
biomateriais, tais como cimentos de hidroxiapatita, sem que houvesse
perda de suas caracteristicas fisico-quimicas necessarias para uso
médico (ortopédico), tal como a taxa de desintegracdo e tempo de
aplicacdo.*® Esta possibilidade permitiu que, no plano piloto, nos
orientdssemos quanto as misturas das partes para criarmos um gel que
tivesse uma grande viscosidade e aderéncia, favorecendo um completo
preenchimento do defeito, minimizando o escoamento do material.

Em relagdo ao desempenho dos biomateriais testados, em nosso
estudo os géis de quitosana e de cloridrato de quitosana apresentaram
resultados aquém do esperado, ja que radiograficamente, nenhum dos

biomateriais foi capaz de aumentar a densidade éssea radiogréfica na
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area do defeito criado de maneira significativa, em relagcdo ao grupo
controle, sendo que em todos os casos os valores obtidos no grupo
controle foram superiores aos obtidos com os biomateriais.

Histologicamente os resultados obtidos condizem com o que foi
observado radiograficamente, ja que, em todos os grupos aonde se usou
algum biomaterial para o preenchimento do defeito e nos dois periodos
avaliados nao houve neoformacao éssea além das bordas do defeito, e,
na regido central dos defeitos o0 que se observou foram reacdes
inflamatérias de niveis variados, basicamente compostas por macrofagos,
em alguns casos até mesmo com a presenga de pontos necroéticos. O
grupo controle foi o que apresentou melhor resultado na regiao central do
defeito, pois neste o colageno mostra-se bem organizado e a reagao
inflamatéria bastante diminuida, sendo notado claramente um quadro
evolutivo, ou seja, de reparagdo, nessa regido, quando comparamos 0
periodo de 15 dias com o de 60 dias.

O primeiro ponto de interesse a ser discutido sobre os resultados
obtidos seria a ocorréncia de inflamag¢do. Embora a presenga de minimo
infiltrado inflamatério ou auséncia do mesmo sejam citadas em alguns
casos na literatura, mostrando que esses biomateriais ndo apresentam

toxicidade sistémica ou local, sendo, portanto biocompativeis®’®®",

em
nossa pesquisa isso nado pdde ser observado, ja que todos os

biomateriais testados induziram a formagao de infiltrado inflamatério de
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grau variado, embora tivessem sido produzidos de maneira controlada e
asseéptica.

E bem conhecido o fato de que, em cavidades 6sseas, materiais de
implantes ou enxertos, via de regra atrasam a reparagdo em grau maior
ou menor, ja que o biomaterial tem que ser substituido, incorporado ou
eliminado, para que a reparacdo Ossea ocorra, processo esse que
comeca a partir de uma reacao inflamatéria (variavel, dependendo do
biomaterial) e que evolui até a resolugao do defeito.®*

Esse aspecto é bem nitido em nosso estudo, ja que, para todos os
grupos tratados com os biomateriais testados, tanto aos 15 quanto aos 60
dias de observagdo, a avaliagdo histolégica mostrou graus variados de
inflamacdo que ocorreu frente a implantacdo do biomaterial. Fator
relevante € que, com a ocorréncia de inflamacéo, fica impossibilitada a re-
organizagao tecidual e a neoformacado 6ssea em toda a area do defeito.

A literatura é controversa em relacao a utilizacao dos biomateriais
obtidos da quitosana e da inflamagéo por eles desencadeada. Em 1995,
Okamoto e colaboradores reportaram que a quitosana é capaz de
influenciar todos os estagios de reparacdo tecidual em modelos
experimentais com animais.®* Na fase inflamatéria, as propriedades
hemostaticas da quitosana sdo independentes da cascata convencional
de cicatrizagdo. In vivo, esse polimero poderia estimular a proliferagao de
fibroblastos e modular a migragdo de neutréfilos e macréfagos,

modificando processos de reparo subsequientes tais como as fibroplasias
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e neoformacao tecidual.”” Nesse sentido, os polimeros de quitosana vém

sendo testados com sucesso no tratamento de defeitos periodontais®®¢’
mostrando ndo promover reagdes alérgica ou inflamatéria importantes
apds sua implantacdo, injecéo, aplicagao tépica ou ingestdo."

Em contrapartida, Hidaka e colaboradores, em 1999, ao avaliarem
membranas de quitosana com diversos graus de desacetilacdo
implantadas na calvaria de ratos, reportaram que tal biomaterial levou a
formagdo de uma reacao inflamatéria severa nos periodos iniciais, que
evoluiu para um quadro inflamatério moderado nos periodos de quatro e
oito semanas. O infiltrado inflamatério era composto basicamente por
macréfagos, e um menor nimero de linfécitos e células gigantes.®'

Asikainem et al.*, em 2007, avaliaram a biocompatibilidade de
biomateriais compostos de fibras quitosana e vidro bioativo, implantados
no tecido subcutdneo de ratos. Os autores relataram formacdo de
infiltrado inflamatério moderado desde os periodos iniciais do estudo,
sendo que essa reacao tecidual se manteve mesmo apés a absorcao dos
granulos do vidro bioativo, indicando que provavelmente essa reacao
seria causada pelas fibras de quitosana. Em periodos mais longos, como
o de 24 semanas, infiltrado inflamatério crénico moderado ainda podia ser
visto.

A literatura tem relatado que a quitosana e seus derivados
possuem a capacidade de ativar macréfagos e iniciar reagoes

inflamatoérias. Mori et al.®®, em 2005, avaliaram detalhadamente os
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mecanismos pelos quais a quitosana e seus derivados podem causar a
ativacdo de macrofagos. Os autores compararam a quitina pura,
quitosana de alto peso molecular e quitosana de baixo peso molecular,
colocadas em culturas de macréfagos peritoneais, e concluiram que todas
essas substancias induzem, in vivo, a ativacdo dos complexos de
histocompatibilidade principais | e Il, sendo que o menor grau de ativagéo
foi encontrado para a quitosana de baixo peso molecular. Os autores
concluem que tais alteracdes na ativacao celular podem, até certo ponto,
colaborar com a aceleragdo da reparacao tecidual, porém, se muito
severas ou prolongadas, podem acabar por causar processos
inflamatérios crénicos, impedindo processos regenerativos mais
complexos. Em outro estudo, um grupo de pesquisadores também
liderado por Mori relata que, quando inseridos em culturas de fibroblastos,
a quitosana e seus derivados levam a produgao elevada de interleucina 8,
aumentando a migracao neutrofilica, o que pode, in vivo, colaborar para o
aparecimento de reagao inflamatéria.*®

Outro fator que pode também ter influenciado para o aparecimento
da reacao inflamatéria pode ter sido o método de esterilizacao
empregado, pois, como desvantagem conhecida da quitosana e de seus
derivados, surge a auséncia de um consenso cientifico sobre o correto
método de esterilizagdo que deva ser utilizado, fator esse essencial para
que as diferentes formulagbes obtidas sejam aprovadas pelas agéncias e

federagbes que regulamentam o comércio e aplicagdo de novos
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biomateriais no Brasil e internacionalmente. O que ocorre é que a maioria
dos meios de esterilizagéo utilizados atualmente, como autoclavagem ou
exposi¢do a radiacdo gama, degradam os géis de quitosana e de seus
derivados, dificultando seu uso.** No nosso caso, cuidado foi tomado
durante a producdo da quitosana, com o0 uso de materiais esterilizados e
de agua estéril como solvente, aliado ao fato de que foi usada radiacao
ultra-violeta sobre os géis, durante o periodo de 12 horas, antes de sua
utilizagao.

Um quesito que também pbde ser observado em todos os materiais
testados foi sua biodegradabilidade, pois, em ambos os periodos de
observacao, nenhum resquicio dos biomateriais pdde ser observado. Um
grande numero de polimeros, sintéticos e naturais tém sido estudados em
relagdo a essa caracteristica, especialmente a quitosana, que pode ser
facilmente manipulada em laboratério, favorecendo a biodegradabilidade
e, portanto, favorecendo a osteocondugdo.?

Outro ponto importante a ser discutido seria o fato de nao ter
havido neoformagao éssea nos defeitos preenchidos com os biomateriais
avaliados, o que pode ter ocorrido devido as caracteristicas do proprio
biomaterial, a reacéo do organismo frente a esses biomateriais (conforme
ja citado), ou ainda devido ao tipo de defeito ésseo utilizado.

Um dos desafios em nossa pesquisa foi definir o tamanho do
defeito ésseo critico que seria utilizado. Muito se discute na literatura

sobre qual tamanho de defeito deve ser adotado em pesquisas como
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esta, ja que o parametro de “defeito 6sseo critico” difere entre clinicos
(periodontistas, cirurgides, implantodontistas) e pesquisadores de area
béasica (histologistas e anatomistas).

Pesquisadores de area basica consideram como defeito critico todo
e qualquer defeito 6sseo com mais de um milimetro de diametro, ja que
esse € o tamanho minimo para que o tecido ésseo nao possa se
regenerar por deposicdo simples, ou seja, de forma direta. Para os
histologistas, tais defeitos irdo regenerar-se, mas de maneira lenta, em
etapas que devem ser levadas em consideracdo nas pesquisas sobre
regeneracdo 6ssea e biomateriais.*

J& para os clinicos, o defeito critico é aquele que néo é capaz de
se regenerar sozinho, independentemente do periodo de avaliagdo, ou
seja, o tecido ndo se recuperara totalmente de maneira espontanea sem o
auxilio de alguma técnica ou biomaterial especifico. Nesta linha de
pensamento, para o modelo utilizado nessa pesquisa, um defeito critico
deveria possuir entre 5 e 8 mm de diametro.% 1924 34.48. 71

Sendo assim, e pelo fato desta ter enfoque na aplicagéo clinica dos
biomateriais pesquisados, optamos por utilizar o conceito clinico atual de
defeito critico, criando defeitos com 8 mm de diametro.

Os defeitos 6sseos podem se regenerar quando ha a reposi¢éo
das células e elementos teciduais originais, ou podem ser reparados com
substituicdo do tecido lesado por outro tecido de preenchimento ou

suporte. O 0sso é um tecido que apresenta potencial Unico para restaurar
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sua estrutura original, dentro de certas limitagdes, sendo que a
reconstru¢cdo ao nivel original de organizagcao ocorre sequencialmente e
repete exatamente o padrédo de desenvolvimento e crescimento ésseo,
assim o enxerto autégeno é o mais completo dentre os materiais de
enxertos devido as suas propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e
osteogénicas.®

Park e colaboradores, em 2003, realizaram um estudo histolégico
em caes Beagle, para analisar o efeito da quitosana na regeneracéo de
defeitos intra-ésseos (4 x 4mm), cirurgicamente criados. Os trés grupos
testados foram: grupo controle cirargico, no qual foi realizado apenas o
retalho, grupo controle tampao, no qual a solugdo tampéao fosfatada foi
adicionada a uma esponja de colageno, e o ultimo grupo foi tratado com
quitosana também em esponja de colageno. O grupo que melhor manteve
a migracao apical de um epitélio juncional longo, e que teve maior
regeneracao de cemento e ainda maior quantidade de regeneragao éssea
alveolar foi o grupo quitosana. Nao houve diferenga estatistica significante
entre os grupos quando se avaliou a extensdo da adesao dos tecidos do
ligamento.5’

Artigos mais recentes avaliam a utilizacdo do gel de quitosana
como carreador para substancias indutoras da formagédo Ossea. Issa et
al.%>3¢ em 2007, relatam a utilizacdo de géis de quitosana associados ao

recombinante humano da proteina morfogenética 6ssea do tipo 2 (rhBMP-

2) na corregdo de defeitos 6sseos criados na mandibula de ratos, e
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concluiram que, apesar de quando associado a rhBMP-2 o gel de
quitosana atuar como um bom biomaterial carreador, levando a
neoformagao 6ssea, 0 gel de quitosana isolado néo foi capaz de causar
regeneracédo do tecido ésseo.

O que se nota na maioria dos artigos existentes na literatura que
testam a quitosana como biomaterial para regeneracao éssea é que em
raros momentos as regides centrais dos defeitos sdo apresentadas nos
resultados histol6gicos, fazendo com que nossos resultados, baseados na
observacdo do defeito como um todo, e ndo apenas de suas margens,
ndo sejam similares a maioria dos relatados na literatura. Além disso,
caracteristicas como grau de acetilagao, concentracédo, e peso molecular
da quitosana e de seus derivados utilizados na composi¢cdo dos
biomateriais testados raramente so reportados.?* 27 %859

Em nosso estudo, apesar de todos os fatores relacionados a
obtencédo do gel estarem bem delimitados e descritos na metodologia, o
resultado histolégico encontrado nos periodos avaliados nao foi favoravel
a indicacao do uso do gel de quitosana para o preenchimento de defeitos
6sseos criticos. Dois fatores marcantes do ponto de vista de nossa
avaliagcdo seriam a resposta inflamatéria persistente ainda em periodos
mais longos, como o de 60 dias, e a auséncia de formacdo déssea no
interior dos defeitos. Tendo por base as avaliagdes radiograficas e
histol6gicas feitas nessa pesquisa, podemos afirmar que nao houve

beneficio na utilizagdo dos biomateriais avaliados.
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Como demonstrado anteriormente, a literatura tem relatado
trabalhos aonde o uso de géis de quitosana foi favoravel a regeneragéao
de defeitos 6sseos. No entanto, nem sempre sao delimitados os
parametros do biomaterial utilizado, faltando dados como concentragéo,
peso molecular, método de esterilizagcdo, dentre outros. Desta forma,
acreditamos que frente aos resultados obtidos, e dentro das condicoes
experimentais deste estudo, estes biomateriais devem ser mais bem
estudados antes de serem utilizados clinicamente dentro da engenharia
tecidual, como material de preenchimento de defeitos 6sseos, buscando,

inclusive auxiliar na sua corregao.



9 CONCLUSAO



Com base nos resultados obtidos no presente trabalho e nos

limites da metodologia empregada, € licito concluir que:

. Reacao inflamatéria em graus variados foi observada nos
grupos tratados com os géis de quitosana e de cloridrato de quitosana,

em ambos os periodos;

o A variacao do peso molecular nos géis de quitosana e de
cloridrato de quitosana n&o levou a modificagbes significativas nas

propriedades bioldgicas dos materiais testados;

o Nenhum dos materiais testados ou suas variacoes

contribuiram para a formacao dssea nos defeitos criticos criados.
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Anexo 1: Parecer do Comité de Etica em Experimentagdo Animal,
autorizando a realizacdo desta pesquisa
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Anexo 2: Quadro com os valores brutos e relativizados da densidade
radiografica na area dos defeitos criados em cada um dos animais da
pesquisa, no momento inicial e final

Grupo Animal Inicial Final
Valor | Padrao Relat. Valor Padrao Relat.
1 60.61 236.57 0.256 87.30 238.69 0.366
Controle 2 59.10 237.41 0.249 99.33 241.36 0.412
15 dias 3 65.28 237.12 0.275 94.13 239.63 0.393
4 52.34 233.83 0.224 95.33 240.64 0.396
5 56.82 235.49 0.241 104.53 241.41 0.433
6 46.17 234.89 0.197 81.55 239.62 0.340
7 60.48 238.71 0.253 89.97 240.08 0.375
%%";:'se 8 5122 | 236.89 | 0.216 | 86.65 | 241.34 | 0.359
9 48.72 236.17 0.206 82.26 242.52 0.339
10 53.46 234.52 0.228 85.39 241.26 0.354
11 92.64 240.22 0.386 110.89 242.27 0.458
Gel de Quitosana 12 64.30 242.29 0.265 77.87 239.79 0.325
(Baixo Peso) 13 78.79 241.90 0.326 71.07 237.39 0.299
15 dias 14 66.67 240.74 0.277 91.12 238.42 0.382

15 60.86 | 241.96 0.252 57.24 238.06 0.240
16 60.85 | 240.06 0.253 95.52 242.66 0.394

Gel de Quitosana 17 56.09 | 237.82 | 0.236 | 77.40 240.99 | 0.321
(Baixo Peso) 18 64.19 | 238.11 0.270 | 77.36 24152 | 0.320
60 dias 19 63.76 | 23843 | 0.267 | 78.29 238.97 0.328

20 65.34 | 239.79 | 0.272 | 81.01 239.76 | 0.338

21 61.01 | 23952 | 0.255 | 71.92 238.60 | 0.301

Gel de Quitosana 22 5752 | 239.65 | 0.240 | 50.81 236.03 | 0.215
(Alto Peso) 23 71.25 | 239.29 | 0.298 | 98.50 242.62 | 0.406

15 dias 24 55.94 | 238.33 | 0235 | 93.77 239.77 | 0.391

25 54.44 237.61 0.229 94.75 241.63 0.392
26 55.97 237.56 0.236 69.73 239.21 0.292

Gel de Quitosana 27 59.45 | 237.30 | 0.251 | 61.26 | 236.99 | 0.258
(Alto Peso) 28 68.82 | 238.44 | 0.289 | 57.33 | 236.30 | 0.243

60 dias 29 85.67 | 238.67 0.359 63.13 236.87 0.267

30 83.94 | 24212 | 0.347 | 87.20 | 23853 | 0.366

_ 31 50.14 | 24554 | 0.204 | 77.58 | 244.64 | 0.317

Gel de Cloridrato de 32 50.64 | 24516 | 0.243 | 7150 | 24514 | 0.292
(&‘i‘)'(‘gf,"‘e“si) 33 64.50 | 244.67 | 0.264 | 7553 | 244.86 | 0.308

15 dias 34 5814 | 24516 | 0.237 | 70.44 | 24273 | 0.290

35 53.44 245.97 0.217 73.95 242.18 0.305
36 69.86 240.18 0.291 72.44 235.45 0.308

Gel de Cloridrato de 37 | 69.28 | 237.76 | 0291 | 4811 | 23630 | 0.204
(&i')'(‘gspaelz) 38 58.62 | 23654 | 0.248 | 47.73 | 23594 | 0.202

60 dias 39 5530 | 240.80 | 0.230 | 5559 | 237.93 | 0.234

40 57.04 | 239.16 | 0.239 | 44.76 | 23576 | 0.190

_ M 67.21 | 23843 | 0282 | 9418 | 24464 | 0385

Gel de Cloridrato de 42 | 66.12 | 23756 | 0.278 | 86.63 | 239.86 | 0.361
(%'t?;’:;g) 43 89.88 | 236.65 | 0.380 | 113.66 | 245.34 | 0.463

15 dias 44 7027 | 234.88 | 0.299 | 83.68 | 242.30 | 0.345

45 62.41 | 23467 | 0266 | 8044 | 24264 | 0332

_ 26 59.01 | 238.68 | 0.289 | 90.21 | 243.70 | 0.370

Gel de Cloridrato de 47 7107 | 237.02 | 0.300 | 87.16 | 241.92 | 0.360
(‘f\ft?::;‘:) 48 69.45 | 237.36 | 0.293 | 50.97 | 23458 | 0.217

60 dias 49 7955 | 236.63 | 0.336 | 69.05 | 238.38 | 0.290

50 58.06 | 236.78 0.245 33.46 235.29 0.142
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