UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO” — UNESP
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

ESTUDO DA BIOCOMPATIBILIDADE E MORFOMETRIA DO GEL DE
QUITOSANA ASSOCIADA AO GLICEROL FOSFATO PARA
REPARACAO DE DEFEITOS OSSEOS INDUZIDOS
EXPERIMENTALMENTE NO RADIO DE COELHOS (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS)

Rafael Manzini Dreibi

Médico Veterinario

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
«JULIO DE MESQUITA FILHO” — UNESP
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

ESTUDO DA BIOCOMPATIBILIDADE E MORFOMETRIA DO GEL DE
QUITOSANA ASSOCIADA AO GLICEROL FOSFATO PARA
REPARACAO DE DEFEITOS OSSEOS INDUZIDOS
EXPERIMENTALMENTE NO RADIO DE COELHOS (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS)

Rafael Manzini Dreibi
Orientacao: Prof. Associado Bruno Watanabe Minto

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para qualificagdo para
obtencéo do titulo de Doutor em Cirurgia
Veterinéria



Dreibi, Rafael Manzini
D771e Estudo da biocompatibilidade e morfometria do gel de quitosana
associada ao glicerol fosfato para reparacgio de defeitos osseos
induzidos experimentalmente no radio de coelhos (Oryctolagus
cuniculus) / Rafael Manzini Dreibi. -- Jaboticabal, 2021
39 p. : tabs., fotos

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientador: Bruno Watanabe Minto

1. Cirurgia veterinaria. 2. Fraturas em animais. 3. Regeneragdo

ossea. 1. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




unesp .

TITULO DA TESE:

O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CERTIFICADO DE APROVAGAO

ESTUDO DA BIOCOMPATIBILIDADE E MORFOMETRIA DO GEL DE QUITOSANA
ASSOCIADA AO GLICEROL FOSFATO PARA REPARACAQ DE DEFEITOS OSSEQOS
INDUZIDOS EXPERIMENTALMENTE NO RADIO DE COELHOS (Oryctolagus
cuniculus)

AUTOR: RAFAEL MANZINI DREIBI
ORIENTADOR: BRUNO WATANABE MINTO

Aprovado como parte das exigéncias para obtengao do Titulo de Doutor em CIRURGIA
VETERINARIA, pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr. BRUNO WATANABE MINTO (Participagao Virtual) w
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticab

Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Prof. Dr. LUIS GUSTAVO GOSUEN GONGALVES DIAS (Participagao \ﬁnual; i Z W

Profa. Dra. PAOLA CASTRO MORAES (Participagao Virtual) w
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria / UNESP / FCAV - Jaboticabal

Prof. Dr. FERNANDO YOITI KITAMURA KAWAMOTO (Participagao Vlrtual)
Departamento de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Lavras / Lav w

Prof. Dr. LUIS GUILHERME DE FARIA (Participagao Vi
Universidade de Uberaba-UNIUBE / Uberaba/MG

Jaboticabal, 10 de agosto de 2021

Faculdace de Ciéncias Agranas e Veterinanas - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castelane, ='n, 14884800, Jaboticabal - S3o Paulo
hittps Uwww. fcav. unesp_bri#Upos.graduacao/programas-pg'crurga-velennana/CNPJ: 48.031 9180012.87.



2021

DADOS CURRICULARES DO AUTOR

RAFAEL MANZINI DREIBI nasceu na cidade de Mococa, no dia 25 de maio
do ano de 1986, filho de Jo&o Batista Dreibi e Claudia Maria Manzini Dreibi. Em
outubro de 2013, graduou-se em Medicina Veterinaria na Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Cursou o Programa de Residéncia Clinica Cirdrgica e Anestesiologia
de Animais de Companhia, no periodo de 01 de marco de 2014 a 01 de marco de
2016 na mesma instituicdo. Ingressou no Programa de Pés-graduagdo em Cirurgia
Veterinéria, curso de Mestrado, Universidade Estadual Paulista FCAV — UNESP —
Campus de Jaboticabal, em marco de 2016, sob orientacdo do Prof. Dr. Bruno
Watanabe Minto, defendendo sua dissertacdo em fevereiro de 2018. Em marco de
2018, deu continuidade a pés-graduacdo ingressando no curso de Doutorado em
Cirurgia Veterinaria na mesma instituicdo. Ao longo do programa foi bolsista do CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) no Mestrado e
bolsista CAPES (Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) no

Doutorado.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar meus profundos agradecimentos aos meus pais, Joao
Batista Dreibi e Claudia Maria Manzini Dreibi, fonte de amor, inspiracdo e sabedoria,
sempre.

Aos meus irméos, Rodrigo e Vanessa, pelos incentivos, conselhos, exemplos e
risadas, juntamente com meus cunhados, Marina e Bueno, por complementa-los téo
perfeitamente

A minha namorada, Carol, por ser minha certeza, porto seguro, conselheira,
inspiracao e exemplo.

Agradeco ao Prof. Dr. Bruno Watanabe Minto, pela orientacdo de Mestrado e
Doutorado, amizade, parceria e sabedoria compartilhada.

Ao Profs. Dr. Luis Gustavo Gosuen Goncalves Dias e Dra. Paola de Castro Moraes
por aceitarem compor a banca, por todo conhecimento e sabedoria transmitidos.

Também aos Profs. Fernando Yoiti Kitamura Kawamoto e Luis Guilherme de Faria,
por além da satisfacdo de té-los na banca, por serem exemplos e inspiracdo da vida
académica assim como grandes amigos que carrego comigo sempre.

A todos os professores que colaboraram pela minha formacéo profissional durante
a graduacéao e residéncia na Universidade Federal de Lavras.

Aos amigos do Curso de Pd4s-Graduacdo em Cirurgia Veterinaria, Servico de
Ortopedia e Neurocirurgia de Pequenos Animais, meédicos veterinarios residentes do setor
de Cirurgia de Pequenos Animais, pela parceria, amizade e aprendizados compartilhados.

Aos funcionarios do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” |, por sempre
proporcionarem bons momentos durante a rotina.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) — Cdadigo de Financiamento 001.

Aos animais, que sem eles, nada disso seria possivel.



SUMARIO

Pagina
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA .....oooiieeece et Xii
RESUMO ...ttt e e e e e ettt ettt e e e e e bt e et e e e e aaeaeaeaeaae s Xiii
ABSTRACT ittt e e e e e et r e e e e e e e e e e e e a e Xiv
1. CAPITULO 1: CONSIderagtes GEIaS ...........cceeeeueeueereereereireeeeereeieeeeseeseeeeenenns 15
1.1. Introducao e revisao de lIteratura ..........ccoeeeeveriiiiiiiiiii e 15
N 11 1S3 ][> (V7= 19
1.3, ODJELUIVOS ...ttt 19

2. CAPITULO 2: Biocompatibilidade do gel de quitosana associado ao glicerol

fosfato na reparacéo de defeitos 0sseos induzidos experimentalmente no radio de

coelhos (Oryctolagus CUNICUIUS).......cooiiiiiiiiiiii e 21
3. DISCUSSAD ..ottt ettt 39
5. CONSIDERAQOES FINAIS. ... e e 41

6. REFERENCIAS ..ottt ettt 42



Xii

AVA
"::g' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA .
u n esp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” ?
aboscatbal

Campus de Jaboticabal

CEUA -~ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Estudo da biocompatibilidade do gel
de quitosana associada ao glicerol fosfato para reparacéo de defeitos 6sseos
induzidos experimentalmente no radio de coelhos (Oryctolagus cuniculus)”,
protocolo n° 6.503/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Bruno Watanabe Minto,
que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagao de animais pertencentes ao
Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 08 de
outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de junho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP -
CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunido ordinaria de 04 de maio de 2016.

Vigéncia do Projeto 01/07/2016 a 30/06/2017

Espécie / Linhagem Coelhos (Oryctolagus cuniculus) /| Raga Nova Zelandia
N° de animais 15

Peso / Idade 3,5kg

Sexo Fémeas

Origem Biotério

Jaboticabal, 04 de maio de 2016.

rof? Dr? Lizandra Amoroso
Coordenadora — CEUA
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias

Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasit
tel 16 3209 2600 fax 3202 4275 www.fcav.unesp.br



xiii

ESTUDO DA BIOCOMPATIBILIDADE E MORFOMETRIA DO GEL DE
QUITOSANA ASSOCIADA AO GLICEROL FOSFATO PARA REPARACAO
DE DEFEITOS OSSEOS INDUZIDOS EXPERIMENTALMENTE NO RADIO DE
COELHOS (ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

RESUMO - A engenharia de tecidos caracteriza-se como ciéncia
interdisciplinar, a qual vem desenvolvendo biomateriais para a regeneragao do
tecido 6sseo no ambito das medicinas humana e veterinaria. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a regeneracao éssea obtida da aplicacdo do hidrogel de
quitosana associado ao glicerol fosfato em falha 6ssea experimentalmente
induzida no radio de coelhos. Foram utilizados 15 coelhos adultos, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos, representados por cada um dos radios de cada
animal, sendo um grupo tratado com hidrogel de quitosana associado ao glicerol
fosfato (grupo biomaterial - GB) e um grupo que néo recebeu tratamento com o
biomaterial (grupo controle - GC). Os animais foram avaliados
radiograficamente, por densitometria dptica, analise histolégica e contagem de
ostedcitos e osteoblastos da interface osso-implante, nos periodos 30, 60 e 90
dias poOs-operatérios. Houve superioridade estatistica na média geral das
avaliacOes radiograficas do GB (2,33+0,48) sobre o GC (1,77+0,06). As médias
gerais de avaliacdo densitométrica do GB foram superiores as do GC, sendo
6,207+1,374 e 5,71+1,512, respectivamente. A avaliacdo histopatolégica do GB
foi superior a do GC nos periodos de 30, 60 e 90 dias. A contagem de ostedécitos
e osteoblastos foi superior no grupo controle comparado ao tratamento com
quitosana (p = 0,0044; p = 0,035) 60 dias apds a cirurgia.

Palavras-chave: coelho, regeneracao 6ssea, biomateriais, quitosana
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BIOCOMPATIBILITY AND MORPHOMETRY STUDY OF CHITOSAN GEL
ASSOCIATED WITH GLYCEROL PHOSPHATE ON EXPERIMENTALLY
INDUCED BONE DEFECTS REGENERATION IN RABBIT'S RADIOS
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

ABSTRACT - Tissue engineering is an interdisciplinary science that has been
developing biomaterials for bone regeneration in medicine and veterinary
medicine, following an imminent need. The aim of this study was to evaluate bone
regeneration after use of chitosan hydrogel associated with glycerol phosphate
in experimentally induced bone gap in the radius of rabbits. Fifteen adult rabbits
were randomly distributed in two experimental groups, represented by each
radius of every single animal. The animals in the Biomaterial Group (GB) were
treated with a glycerol phosphate-associated chitosan hydrogel and in the Control
Group (GC) they received no treatment with the biomaterial.
The animals were evaluated radiographically, by optical densitometry, and
histological analysis and count of osteocytes and osteoblasts from the bone-
implant interface, in the periods 30, 60 and 90 days postoperatively. There was
statistical superiority in the general average of the radiographic evaluations of the
GB (2.33 £ 0.48) over the CG (1.77 = 0.06). The general averages of
densitometric evaluation of the GB were higher than those of the CG, being 6.207
+1.374 and 5.71 + 1.512, respectively. Histopathological evaluation of GB was
superior to that of CG in periods of 30, 60 and 90 days. The osteocyte and
osteoblast count was higher in the control group compared to treatment with
chitosan (p = 0.0044; p = 0.035) 60 days after surgery.

Keywords: rabbit, bone regeneration, biomaterials, chitosan



1. CAPITULO 1: Consideracbes Gerais

1.1.Introducdo e revisédo de literatura

Dentre as diversas afec¢fes que afetam a estrutura éssea, as fraturas
com perda de massa 6ssea tém sido amplamente estudadas, especialmente
devido as consequéncias destas lesdes na qualidade de vida dos animais. Estes
problemas atingem tanto animais jovens quanto idosos. Por esse motivo,
ressalta-se a importancia da busca por materiais sintéticos que facilitem a
reparacao 0ssea, visando o restabelecimento rapido das funcdes fisioldgicas.

Alguns autores avaliando as afec¢fes ortopédicas em membros pélvicos
de cées observaram que as fraturas representaram as afec¢des mais comuns
(KEMPER; DIAMANTE, 2010; SOUZA et al.,, 2011). Segundo Souza e
colaboradores (2011), de um total de 889 animais, 31,9% apresentaram fraturas
dos ossos longos (n=284) e 11,5% fraturas da pelve (n=102), as demais
corresponderam a doencas articulares.

Apos o tratamento das fraturas, podem ocorrer algumas complicacdes
importantes que incluem osteomielite, unido retardada, ndo-unido, ma unido,
fechamento prematuro da fise e sarcoma associado com fratura (JACKSON;
PACCHIANA, 2004). Assim, a melhora no processo de cicatrizacdo Ossea
constitui uma parte essencial no tratamento cirdrgico de muitas condicfes
ortopédicas (VERTENTEN et al., 2010), principalmente, quando se tem defeitos
maiores, especificamente aqueles definidos como "defeitos de tamanho critico”
que representam um enorme desafio, tanto na ortopedia humana como na
veterinaria (GARTNER; HIATT, 2001). Estes defeitos ndo mostram qualquer
fechamento espontaneo, requerendo meios adicionais para potencializar a unido
ossea (GARTNER; HIATT, 2001).

As modalidades de tratamento convencional utilizadas na reconstru¢ao do
tecido Osseo apresentam resultados muitas vezes aquém do esperado

(OLIVEIRA et al., 2010). Nao obstante, a inabilidade em restaurar a integridade
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do esqueleto pode levar a comorbidades associadas, consultas médicas
frequentes, diminuicdo na qualidade de vida e aumento dos custos médicos
(CARLO et al., 2009). As técnicas tradicionais utilizam transplante autdlogo de
tecido 6sseo, promovendo velocidade de incorporacdo maior do que qualquer
outro tipo de enxerto (SCHWARTZ et al., 2009). No entanto, existem algumas
desvantagens desse tipo de enxerto, dentre elas a quantidade disponivel do
tecido é frequentemente limitada, especialmente ao lidar com grandes defeitos
0sseo0s, 0 que incentiva o uso de xenoenxertos e diferentes substitutos 6sseos
(VERTENTEN et al., 2010).

Dessa forma, a pesquisa por novos biomateriais tem-se mostrado
fundamentalmente importante para uma melhoria na qualidade de vida das
pessoas, refletindo no aumento na média de vida, na saude em geral e no bem-
estar da populacdo (MARTINS, 2012). A aplicacdo de biomateriais sintéticos na
regeneracdo do tecido 6sseo, como uma alternativa aos enxertos 6sseos, é
relevante, pois eles ndo danificam tecidos saudaveis, ndo aumentam 0s riscos
de contaminacbes virais e bacterianas, além de serem disponibilizados
comercialmente (WILLIAMS, 1987). Podem, ainda, ser de facil dissolucdo e
absorcdo, ao mesmo tempo em que permitem e estimulam a formacédo éssea
(WAN; NACAMULLI; LONGAKER, 2006; CHEN et al., 2009).

O termo biomaterial foi definido como qualquer substancia de origem
natural ou sintética que pode ser usada por qualquer periodo, como todo ou parte
de um sistema que trata, aumenta ou substitui algum tecido, érgao ou fungéo do
corpo (BRUCK, 1991; RODRIGUES, 2013; RESENDE, 2014; RIBEIRO, 2014).
Sdo exemplos de biomateriais mais utilizados nas cirurgias médicas e
odontoldgicas: 0s metais ou ligas metalicas (titanio, titAnio-aluminio-vanadio,
ferro-cromo-niquel), as ceramicas (hidroxiapatita, trifosfato de calcio), os
polimeros (poliamida, polipropileno, polimetilmetacrilato) e os compadsitos
(amalgama) (CALIXTO, 2001; RODRIGUES, 2013; RESENDE, 2014; RIBEIRO,
2014; PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).
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Dentre os polimeros, destaca-se a quitosana, derivada do processo de
desacetilagdo da quitina, principal componente estrutural da carapaca de
crustaceos (camardo, carangueijo e lagosta) (AZEVEDO et al., 2007; PIRES;
BIERHALZ; MORAES, 2015), encontrada também em parede celular de fungos
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Ela tem sido considerada um material
potencialmente atraente para diversos usos, principalmente em engenharia,
biotecnologia e medicina, em fungdo da sua natureza ndo toxica, atividade
antibacteriana, biodegradabilidade, biocompatibilidade (BERGER et al., 2004;
PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015), abundancia, atividade antioxidante,
producao de baixo custo e ecologicamente correta (BERGER et al., 2004).

No contexto da medicina veterinaria, a quitosana tem sido utilizada para
melhorar as funcdes de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) (fagocitose,
producdo de osteopontina e leucotrieno B4), macréfagos (fagocitose e na
producgédo de interleucina-1, transformando 31 do fator de crescimento derivado
das plaquetas e fator de crescimento) e fibroblastos (producédo de interleucina-
8) (MUZZARELLI, 2009). Além disso, tem sido amplamente empregada na
engenharia de tecido 6sseo, uma vez que foi demonstrado que promove o
crescimento celular e deposi¢do de matriz mineral rico por células osteoblasticas
em cultura (SEOL et al., 2004).

Estudos demonstraram a sua néao toxicidade in vivo, sendo biodegradado
pela lisozima, uma enzima presente em tecidos, 6rgdos e fluidos corporais de
mamiferos, inclusive no fluido lacrimal (Ml et al.,, 2002). Devido a isso, a
quitosana oferece uma ampla gama de aplicacdes, principalmente engenharia
de tecidos, incluindo cartilagem (MARTINS, 2010), cicatrizacdo de feridas
(UENO; MORI; FUJINAGA, 2001) e aplicacdes ortopédicas (DI MARTINO et al.,
2005).

Segundo Tan et al. (2014) a quitosana tem sido utilizada com outras
matrizes formadoras de 0sso, como hidroxiapatita, colageno e suportes artificiais
de poli (lactido-co-glicolido) (PLGA) ou poli (L-acido lactico) (PLLA), na

engenharia de tecidos Osseos. Adicionalmente, também é estudada para
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tratamento de canceres, como de pulmao, mama, figado e colo-retal (TAN et al.,
2014). Neste mesmo estudo, foi observada que a quitosana pura, em baixas
concentracbes aumentou significativamente o numero de osteoblatos.
Constatou-se também por meio de radiografias, a reparacdo 6ssea dos sitios de
fraturas (TAN et al., 2014),

Em pesquisa realizada por Kim e colaboradores (2014), a quitosana
associada ao lactato fibrinogénio, apresentou eficiéncia em depositar BMP-2
(proteina 6ssea morfogenética - 2), que regula a resposta celular, melhora a
osteogénese e consequentemente acelera a reparacdo 0ssea, tanto in vitro
quanto in vivo. Em outro estudo, realizado em coelhos, foi observada que a
associacdo de biopolimero com fosfato de calcio € promissor para o reparo de
tecido 6sseo, 8 promovendo diferenciacdo celular e acelerando a deposicéo de
ostedide no defeito 6sseo (AZEVEDO et al., 2014).

Ao associar a carboximetilquitosana com gelatina a fim de simular o
colageno natural no tecido, Han e colaboradores (2015) obtiveram um hidrogel
gradiente que demonstrou boa reparacéo de defeito osteocondral e foi sugerida
a pontencialidade de uso para a reparacdo da interface osso-cartilagem.
Segundo Li et al. (2015), o composto proteina 6ssea morfogenética 2 + peptideo
relacionado P24 / poli (4cido lactico-co-glicélico) / quitosana € um novo material
para reparo de defeitos 6sseos, com atividade estavel para induzir a formacao
ossea.

Outro experimento demonstrou a viabilidade dos esqueletos de quitosana
carregada com cobre para a engenharia de tecidos 6sseos, melhorando a
reparacdo e regeneracdo de defeitos 0sseos em calota craniana de ratos
(D’'MELLO et al., 2015). Um estudo em coelhos com osteoporose demonstrou
que o implante de titanio com técnica de montagem eletrostatica camada por
camada — LBL — contendo proteina 6ssea morfogenética 2, quitosana e agentes
anti-osteoporéticos de calcitonina (TC4/LBL/CT/BMP2) pode promover
consideravelmente a formagéo e remodelacdo de osso novo (HUANG et al.,
2016).
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Outra evidéncia do uso benéfico de quitosana em defeitos 6sseos foi
demonstrada em estudo realizado por Ho e colaboradores (2015), no qual a
implantacédo de nanofibras de quitosana em fémures proximais de camundongos
machos resultou em melhora na reparacdo do 0sso, aumentando inclusive a

formacao de trabéculas 6sseas, quando comparado ao grupo controle.

1.2.Justificativa

A guitosana tem sido considerada como um dos polimeros naturais mais
efetivos para aplicacdo na engenharia biomédica, devido a sua semelhanca
estrutural com as glicosaminoglicanas, encontradas nos 0ssos, além de
caracteristicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade e excelentes
propriedades mecanicas (PARK et al., 2000; YAMAGUCHI et al., 2001; RUSU et
al., 2005). Martins (2010) utilizou a quitosana associada ao glicerol fosfato para
reparagéo de defeitos osteocondrais induzidos experimentalmente na troclea do
talus de equinos, indicando que é biocompativel com o ambiente articular.
Poucos trabalhos citam seu uso no ambiente de fratura in vivo e associando-a a
outros biomateriais (FILGUEIRA, 2012; KASHIWAZAKI et al., 2010;
DANILCHENKO et al., 2009; ZHAO, 2002), justificando a pesquisa, uma vez que
sua matéria-prima é abundante na natureza e a confec¢ao é simples e de baixo

custo.

QUANTIDADE DE ENXERTO AUTOGENO, PROBLEMAS DE USAR
ENXERTOS ALOGENOS E XENOGENOS, QUITOSANA E JUSTIFICATIVA

1.3. Objetivos
e Avaliar a regeneragdo 0ssea obtida com a aplicacdo do hidrogel de
quitosana associada ao glicerol fosfato na falha d&ssea

experimentalmente criada no radio de coelhos;
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e Avaliar a regeneracao 0ssea por meio de radiografia e densitometria
optica;
e Avaliar histologicamente a regeneragdo 6ssea por meio da analise

descritiva e morfométrica.
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2. CAPITULO 2: Biocompatibilidade do gel de quitosana associado ao
glicerol fosfato na reparacdo de defeitos Osseos induzidos

experimentalmente no radio de coelhos (Oryctolagus cuniculus)

Biocompatibilidade do gel de quitosana associado ao glicerol

fosfato na
reparacao de defeitos 6sseos induzidos experimentalmente no

radio de coelhos (Oryctolagus cuniculus)

[Biocompatibility of chitosan gel associated with glycerol phosphate for
the healing
of experimentally induced radial defects in rabbits (Oryctolagus

cuniculus)]

RESUMO

A engenharia de tecidos caracteriza-se como ciéncia interdisciplinar, a
qual vem desenvolvendo biomateriais para a regeneracdo do tecido 6sseo no
ambito das medicinas humana e veterinaria. O objetivo desta pesquisa foi avaliar
a regeneracao 0ssea obtida da aplicacdo do hidrogel de quitosana associado ao
glicerol fosfato em falha éssea experimentalmente induzida no radio de coelhos.
Foram utilizados 15 coelhos adultos, distribuidos aleatoriamente em dois grupos,
representados por cada um dos radios de cada animal, sendo um grupo tratado
com hidrogel de quitosana associado ao glicerol fosfato (grupo biomaterial - GB)
€ um grupo que nao recebeu tratamento com o biomaterial (grupo controle - GC).

Os animais foram avaliados radiograficamente, por densitometria Optica e
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andlise histologica, nos periodos 30, 60 e 90 dias poOs-operatérios. Houve
superioridade estatistica na média geral das avaliagbes radiograficas do GB
(2,33+0,48) sobre o GC (1,77+0,06). As médias gerais de avaliacao
densitométrica do GB foram superiores as do GC, sendo 6,207+1,374 e
5,71+£1,512, respectivamente. A avaliacdo histopatolégica do GB foi superior a
do GC nos periodos de 30, 60 e 90 dias.

Palavras-chave: biomateriais, falha 6ssea, quitosana, regeneracao 6ssea

ABSTRACT

Tissue engineering is an interdisciplinary science that has been
developing biomaterials for bone regeneration in medicine and veterinary
medicine, following an imminent need. The aim of this study was to evaluate bone
regeneration after use of chitosan hydrogel associated with glycerol phosphate
in experimentally induced bone gap in the radius of rabbits. Fifteen adult rabbits
were randomly distributed in two experimental groups, represented by each
radius of every single animal. The animals in the Biomaterial Group (GB) were
treated with a glycerol phosphate-associated chitosan hydrogel and in the Control
Group (GC) they received no treatment with the biomaterial. The animals were
evaluated clinically, radiographically, histologically and by optic densitometry at
30, 60 and 90 days postoperatively. There was statistical superiority in the
general average of the radiographic estimates of GB (2.33 + 0.48) over the CG
(1.77 £ 0.06). The general averages of GB densitometric evaluation were higher
than the CG, being 6.207 + 1.374 and 5.71 + 1.512, respectively.
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Histopathological evaluation of GB was superior to CG in periods of 30, 60 and
90 days.

Keywords: rabbit, bone regeneration, biomaterials, chitosan

INTRODUGCAO

Apesar da existéncia e disponibilizacdo de técnicas e implantes
ortopédicos modernos, o tratamento das fraturas continua desafiador, com
indices preocupantes de complicacdes e interferéncias no processo de
consolidacdo Ossea (Winkler et al., 2018). Extensa gama de ferramentas
facilitadoras da reparacdo do tecido 6sseo tem sido utilizada na medicina
humana e na veterinadria, com foco especial em incrementar processos
biolégicos, tais como osteogénese, osteoinducado e osteoconduc¢do, das quais se
destacam o uso de biomateriais sintéticos, combinados ou ndo com fatores de

crescimento 0sseo (Giannoudis et al., 2007; Gémez-Barrena et al., 2015).

Os biomateriais compostos por polimeros biodegradaveis desempenham
importante papel no desenvolvimento e na manufatura de implantes cirdrgicos,
uma vez que se degradam por hidrélise ou outras reacfes enzimaticas
especificas, evitando a necessidade de nova intervencéo para remocéao. Entre
eles, a quitosana se destaca, a qual € biodegradada pela lisozima (Mi et al.,
2002; Ahsan et al., 2017) e quitinase (Ahsan et al., 2017).

A quitosana assemelha-se estruturalmente aos glicosaminoglicanos naturais do
0SSO, 0 que a torna atrativa para uso em processos de regeneracdo 0ssea
(Shakir et al., 2018). Por apresentar boa biocompatibilidade e baixa toxicidade,
com subprodutos da biodegradacdo ndo imunogénicos ou carcinogénicos, ha
grande potencial farmacéutico. Além disso, é capaz de melhorar a proliferacéo e

a adesao de fibroblastos, demonstrando atividade promissora na regeneragao
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O0ssea em defeitos criticos (Mi et al., 2002; Ahsan et al., 2017; Shakir et al., 2018;
Wu et al., 2018). O glicerol fosfato, por sua vez, define-se como sal de carater
basico, podendo ser utilizado para a formacéao de hidrogéis. Esse sal controla as
ligacdes de hidrogénio e as interacdes hidrofébicas, tamponando o hidrogel de
quitosana e sendo capaz de manter o pH entre 7,0 e 7,4 (Chenite, 2000).
Adicionalmente, impede agregacdo das cadeias de quitosana, permitindo a
liberacé@o prolongada de macromoléculas (Wu et al., 2006).

Diante dos potenciais beneficios da utilizacdo da quitosana associada ao
glicerol fosfato no reparo de defeitos 6sseos, o presente estudo teve por objetivo
estudar o uso desse composto no processo de consolidacao 6ssea, durante o
reparo de defeitos 6sseos criticos experimentalmente induzidos na diafise do

radio de coelhos.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho de pesquisa foi conduzido de acordo com o0s
principios éticos na experimentacéo animal e aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (Ceua) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV), Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal, sob
Protocolo n° 6.503/16.

Foram utilizados 15 coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas, da raca
Nova Zelandia Branco, adultos (seis meses de idade) e peso corporal de
3,0+1,0kg, provenientes da cunicultura regulamentada. Todos os animais foram
clinicamente avaliados e estavam sadios, livres de comorbidades ou alteragdes

ortopédicas e locomotoras. Dois grupos experimentais foram compostos pelos
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15 coelhos, representados por cada um dos membros toracicos de cada animal.
O grupo biomaterial (GB) (n=15) foi constituido pelos radios tratados com o
hidrogel de quitosana associado ao glicerol fosfato, enquanto que, o grupo
controle (GC) (n=15) pelos radios que nao receberam tratamento com o

biomaterial.

Optou-se por utilizar o membro toracico direito para o grupo do biomaterial
e 0 membro toracico esquerdo para o grupo controle. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em trés subgrupos, com cinco animais cada, os quais
se diferenciaram quanto ao periodo de acompanhamento e de avaliacédo (30, 60
e 90 dias). O gel de quitosana foi obtido de acordo com o procedimento proposto
por Chenite et al. (2000). Para tanto, 200mg de quitosana foram dissolvidos em
9mL de solucéo de acido cloridrico 0,1M. A soluc&o resultante, adicionaram-se,
lentamente e sob agitacdo, 560mg de fosfato de glicerol dissédico, previamente
dissolvidos em 1mL de &gua destilada, o que levou a formacdo de gel
esbranquicado. Apés o preparo, o gel foi submetido a esterilizacdo em autoclave,

para posterior aplicacao.

Todos os 15 animais foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico.
Os animais foram pré-medicados com midazolam (2mg/kg) associado a morfina
(2mg/kg) e a cetamina (25mg/kg), por via intramuscular (IM). A inducdo
anestésica foi realizada com isoflurano100%, por meio de mascara facial.
Enrofloxacina (5mg/kg), por
via subcutanea (SC), foi aplicada como antibioticoterapia profilatica 30 minutos

antes do inicio do procedimento.

Os animais foram posicionados em decubito dorsal, com os membros
toracicos, devidamente tricotomizados, estendidos caudalmente. Procedeu-se a
antissepsia do campo cirargico (clorexidina 2% e clorexidina alcéolica 0,5%) e a

protecdo da extremidade do membro com atadura, coberta posteriormente com
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um dedo de luva, ambos estéreis. Apds delimitacdo da area operatoria com
panos de campo, realizou-se incisdo de aproximadamente 2,5cm sobre a pele,
na regido craniomedial do radio, seguida de divulsdo do tecido subcutaneo e da
musculatura. Em ato continuo, realizou-se ostectomia parcial de 1cm de
extensdo na diafise radial, a 1,5cm da articulagdo radiocarpica, utilizando-se

serra oscilatoria e um especimetro para as mensuracoes.

Removeu-se o segmento do radio, juntamente com seu periosteo,
obtendo-se, dessa forma, falha 6ssea de 10 milimetros de extenséo. A sutura da
musculatura e do tecido subcutaneo foi realizada com fio de nailon cirtrgico 4-0,
em padréo simples continuo, seguida pela dermorrafia com nailon cirargico 4-0,
em padrdo simples separado. O mesmo procedimento cirargico foi realizado no
radio contralateral. Posteriormente, no local da falha Ossea, realizou-se
aplicacao percutanea de 0,2mL de hidrogel de quitosana associado ao glicerol
fosfato no radio direito (grupo biomaterial — GB); mesma quantidade (0,2mL) de
solucéo salina 0,9% foi aplicada no radio esquerdo (grupo controle — GC). Ambos
os procedimentos foram realizados de forma estéril, com auxilio de seringa de
1mL e agulha 40x12.

As feridas cirdrgicas foram avaliadas diariamente até o oitavo dia pés-
cirdrgico. Hemorragia, secrecdo purulenta ou deiscéncia de sutura foram
classificadas em ausente e presente. Edema foi considerado discreto quando se
limitou ao local da inciséo cirargica, moderado quando acometeu também a face
lateral do membro, e intenso quando se estendeu por todo o membro. Foram
realizadas radiografias nas projecdes craniocaudal e mediolateral dos membros
operados, no periodo pré-operatorio, imediatamente apos a cirurgia e aos 30, 60
e 90 dias pos-operatorios, objetivando-se avaliar a morfologia 6éssea dos radios
e acompanhar o processo de reparacdo 0ssea. Para avaliacdo da linha de fratura

e do calo 6sseo, foi empregada escala gradual de radiopacidade, proposta por
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Azevedo (2011). Essa avaliacao foi realizada por trés avaliadores experientes,

resultando em média da soma dos valores obtidos.

A densitometria ptica foi realizada nos momentos pré-operatorio e 30, 60
e 90 dias poés-operatorios. Foi utilizada escala de aluminio, posicionada
lateralmente a falha éssea, como referencial densitométrico, permitindo avaliar-
se a densidade mineral 6ssea. As imagens radiogréaficas foram analisadas em
software digital, a partir do qual se determinou a densidade Optica 6ssea em
milimetros de aluminio (mmAl). Selecionou-se um ponto na area central de cada
degrau da escala de aluminio, o qual teve sua tonalidade média de cinzas
aferida, que variava de zero (totalmente negro) a 235 (totalmente branco). A
sequéncia de medidas seguiu do primeiro degrau, mais fino (menos radiopaco),
para o 10°, mais espesso (mais radiopaco). Posteriormente, selecionou-se um
ponto na regido de falha 6ssea de cada imagem radiogréfica para medir a sua
tonalidade de cinza (Figura 1)
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Figura 1: Imagens radiograficas lateromedial de membros toracicos de
coelho submetido a falha 6ssea experimental exemplificando o referencial
densitométrico (escada de aluminio (liga 6063, ABNT) 10 degraus). A:
Biomaterial — GB. B: Controle — GC.

Apbs as eutanasias (30, 60 e 90 dias), retirou-se o terco médio de ambos
os radios de cada animal, com auxilio de serra manual. Em ato continuo, os
fragmentos foram acondicionados em frascos contendo formalina tamponada a
10%, durante dois dias. Posteriormente, o material foi lavado em agua corrente
e descalcificado em solucédo de acido formico a 5% e &cido cloridrico a 5%,
durante 15 dias (Figura 2). Em seguida, os fragmentos foram incluidos em
parafina liquida, depois cortados em fatias transversais de cinco micrémetros de

espessura e montados em laminas de vidro.
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Figura 2: Imagem fotogréfica de segmento de radio direito de coelho
submetido a falha Ossea experimental (1cm) e posterior tratamento com
aplicacdo de hidrogel de quitosana associado a glicerol fosfato (grupo
biomaterial — GB) (60 dias PO). Seta indicando falha Ossea. Asterisco (*)

indicando formacéao de tecido fibroso.

De cada bloco, foram obtidas quatro laminas, sendo essas submetidas as
técnicas de hematoxilina-eosina (HE) para visibilizac&o histolégica por meio de
microscopio Optico de luz com aumentos de 10x e 40x, avaliando-se a interface
osso-implante, os graus de reagcdo endosteal e periosteal, a proliferacdo e
diferenciacao celular no tecido cicatricial e a presenca de tecido conjuntivo. Para
avaliacdo histopatolégica, foram atribuidos escores de 1 a 4 para cada
parametro: tecido fibroso, tecido cartilaginoso, tecido 6ésseo, neovasculariza¢ao
e infiltrado inflamatorio. Os escores de cada parametro foram somados, sendo 4

o valor minimo (n&o unido) e 20 o valor maximo (unido 6ssea)
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As variaveis foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis (nédo
paramétrico), sendo consideradas significativas, para valores de p iguais ou
inferiores a 0,05 (P<0,05), as diferencas entre as medianas entre grupos,

tempos, grupos dentro de tempos e tempos dentro de grupos.

RESULTADOS

Foram avaliados 30 membros toracicos (15 coelhos), sendo 15 radios do
grupo biomaterial (GB) e 15 radios do grupo controle (GC). Nao foram
observadas complicacdes pds-operatorias como fistulas, secrecdes ou reacdes
inflamatorias intensas durante o periodo de acompanhamento clinico dos
animais. No oitavo dia de acompanhamento, todos animais apresentavam
retorno funcional dos membros. As ostectomias apresentaram tamanho (1cm) e
localizacdo desejados em todos os animais. No que tange a andlise radiogréafica
(Tab.1), os graus de radiopacidade entre os dois grupos apés 30 dias de pés-

operatorio ndo foram estatisticamente diferentes (P>0,05).

A média entre os grupos neste periodo foi de 1,86 e 1,80,
respectivamente. A avaliacao apos 60 dias revelou médias de escore 2,3 no GB
e 1,7 no GC. Apéds 90 dias, ambos 0s grupos apresentaram aumento no grau de
radiopacidade Ossea: grupo GB (2,80+0,44) e grupo GC (1,80+0,40). Na
comparacao geral das médias de grau de radiopacidade dos dois grupos, nos
trés periodos de avaliacdo, revelou-se maior média geral (2,33+0,48) para o GB,
quando comparado ao GC (1,77+0,06), sendo estatisticamente significativo
(P<0,05).

Houve diferenca estatistica significante (P<0,05) nos trés periodos de

avaliacdo pds-operatoria para a avaliacdo da densitometria Optica (Tab. 2), tendo
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o GB apresentado maior valor na comparacdo de meédias com o GC,
respectivamente: 6,207+1,374 e 5,71+1,512.

Tabela 1. Comparagdo das médias dos graus de radiopacidade entre os radios de coelhos
(Oryctolagus cuniculus), fémeas adultas, da raca Nova Zelandia Branco, avaliados dos grupos 1
(biomaterial — GB) e 2 (controle — GC), nos periodos pds-operatérios (30 dias, 60 dias e 90 dias)

Periodo Grupo Média Mediana Minimo Maximo
30 dias de GB 1,87 (£ 0,35) 2 1 2
Pés-operatoério GC 1,80 (x 0,40) 2 1 2
60 dias de GB 2,30 (£ 0,48) 2 2 3
P&s-operatdério GC 1,70 (£ 0,48) 2 1 2
90 dias de GB 2,80 (£ 0,44) 3 2 3
Pds-operatoério GC 1,80 (x 0,44) 2 1 2

Médias realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os resultados obtidos ndo foram estatisticamente
significativos (P>0,05).

Tabela 2. Comparacao das médias dos graus de densitometria éptica em mmAl entre os radios
de coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas adultas, da raca Nova Zelandia Branco, dos grupos
1 (biomaterial — GB) e 2 (controle — GC), nos periodos pds-operatorios (30 dias, 60 dias e 90
dias)

Periodo Grupo Média Mediana Minimo Maximo
30 dias de GB 4,91 (+ 0,83) 5 3 6
Pds-operatoério GC 4,19 (+ 0,63) 4 3 5
60 dias de GB 6,08 (£ 0,72) 6 5 7,2
Pds-operatoério GC 5,93 (£ 0,87) 6,1 4 7
90 dias de GB 7.64 (£ 0,47) 7,5 7 8,2
Pés-operatoério GC 7,1 (£ 0,54) 7 6,5 8

Médias realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os resultados obtidos foram estatisticamente significativos
(P<0,05).
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A média da soma do escore de cada parametro da avaliacao histopatolégica do GB foi superior a do
GC nos periodos de 30 dias (GB: 13,6 e GC: 10,4) (Fig. 3), 60 dias (GB: 13,8 e GC: 10,8) (Fig. 4) e 90
dias (GB: 15,2 e GC: 11,0) (Fig. 5) e apresentou significancia dos resultados, havendo superioridade

geral do grupo em que se utilizou o biomaterial, comprovando-se, entdo, seu efeito positivo (Tab. 3).

MEDIA DO ESCORE DA AVALIACAO HISTOPATOLOGICA 30
DIAS DE POS-OPERATORIO

34
3 2 2 2,6
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Figura
3. Imagem de gréfico demonstrando a evolugdo da média do escore de avaliagdo histolégica entre os
radios de coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas adultas, da raca Nova Zelandia Branco, no primeiro
periodo de avaliacdo (30 dias PO) para os grupos GB e GC. Médias realizadas pelo teste de Kruskal-
Wallis. Os resultados obtidos foram estatisticamente significativos (P<0,05).

MEDIA DO ESCORE DA AVALIACAO HISTOPATOLOGICA 60
DIAS DE POS-OPERATORIO
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Figura 4. Imagem de grafico demonstrando a evolu¢do da média do escore de avaliagdo histologica
entre os radios de coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas adultas, da raca Nova Zelandia Branco, no
segundo periodo de avaliacdo (60 dias PO) para os grupos GB e GC. Médias realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis. Os resultados obtidos foram estatisticamente significativos (P<0,05).
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MEDIA DO ESCORE DA AVALIACAO HISTOPATOLOGICA 90
DIAS DE POS-OPERATORIO
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Figura 5. Imagem de gréafico demonstrando a evolucdo da média do escore de avaliacdo histoldgica
entre os radios de coelhos (Oryctolagus cuniculus), fmeas adultas, da raca Nova Zelandia Branco, no
terceiro periodo de avaliagdo (90 dias PO) para os grupos GB e GC. Médias realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis. Os resultados obtidos foram estatisticamente significativos (P<0,05).

Tabela 3. Comparagdo das médias da avaliacdo histopatoldgica entre os radios de coelhos
(Oryctolagus cuniculus), fémeas adultas, da raca Nova Zelandia Branco, dos grupos GB e GC, nos
periodos pos-operatorios (30 dias, 60 dias e 90 dias)

Periodo Grupo Média Mediana Minimo Maximo
30 dias de GB 13,6 (£ 1,94) 13 12 17
Pés-operatoério GC 10,4 (£ 0,89) 10 10 13
60 dias de GB 13,8 (£ 1,78) 13 13 4
Pds-operatoério GC 10,8 (+ 1,64) 10 9 4
90 dias de GB 15,2 (£ 4,49) 15 13 19
Pds-operatdério GC 11,0 (£ 2,0) 10 9 14

Médias realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os resultados obtidos foram estatisticamente significativos
(P<0,05).

A contagem de ostedcitos e osteoblastos (Figura 5) foi significativamente superior no
grupo controle comparado ao tratamento com quitosana (p = 0,0044; p = 0,035), 60
dias apés a cirurgia . Ao longo do experimento o grupo controle apresentou maior
namero de ostedcitos aos 60 pés-operatédrio (Fig.2A) em comparagcdo aos 90 pos-
operatorio (p = 0,0009). Aos 90 pds-operatorio, a analise das fotografias histoldgicas
possibilitou identificar maior quantidade de tecido fibroso na regido da falha éssea no

grupo controle.



34

100 A 50- B
Aa
o) 80 g 401 Aa
e Ba 5 | Aa
60' Rl 30
1 o E T ¥
S 40 ab T 2 20 T
© 20 S 10
0' T T 0' T T
60 Dias 90 Dias 60 Dias 90 Dias
B Controle Quitosana

Figura 6. Valores médio (+DP) e ANOVA observados na contagem de ostedcitos e osteoblastos em
coelhos pés-cirurgia. Médias (n = 10 coelhos) seguidos da mesma letra ndo diferem no teste de Tukey
(p < 0,05). Letras mailsculas comparam os tratamentos em cada periodo experimental. Letras
mindsculas avaliam a evolugdo de cada tratamento ao logo do periodo experimental. Periodo
experimental: 60 e 90 dias pos-operatorio.

DISCUSSAO

A quitosana vem sendo amplamente estudada nas areas médicas, especialmente por
ser considerada um polimero de alta bioatividade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Adicionalmente, mostra-se néo téxico ou imunogénico e, quando
associado a outros biomateriais, apresenta potencial relevante para acelerar a
cicatrizacdo e a reparacao de tecidos, como a pele, a cartilagem e o osso (Oryan e
Sahvieh, 2017; Shakir et al., 2018; Filgueira et al., 2019). Em concordancia com
estudos realizados anteriormente e guardadas as devidas particularidades
metodoldgicas, o presente estudo obteve resultados positivos com a administracdo do
biomaterial composto por quitosana associada ao glicerol fosfato na regeneracao

Ossea de falhas criticas.

Considerando a quantidade de deposicdo O0ssea no defeito de tamanho critico
observada, a qual se mostrou significativamente superior ao encontrado no grupo
controle aos 60 dias de pés-operatério, valida-se a hipo6tese inicial de que a
composicdo utilizada poderia trazer avanco na consolidagdo 0ssea. Assim como
descrito por Shakir et al. (2018), evidencia-se aceleracéo do processo de regeneracao

com minima interferéncia ou inflamacéo no periodo pés-operatorio.
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Os resultados obtidos das avaliacdes radiograficas adicionam sustentacao a hipotese
do potencial regenerativo do biomaterial. Ao se compararem o0s graus de
radiopacidade entre os dois grupos, podde-se observar diferenca estatistica
significativa, com resultados mais satisfatorios no GB a partir dos 60 dias, a despeito
dos achados mais precoces de Santana et al. (2014), os quais encontraram tais
diferencas j4 aos 30 dias. Contudo, aos 60 dias de pds-operatério, os resultados
apresentaram-se semelhantes aos do presente estudo, validando a caracteristica de
aceleracdo da regeneracdo 6ssea e de maiores graus de radiopacidade nos animais

tratados.

Corroborando as citagbes acima, entretanto utilizando modelo experimental de falha
nao critica no fémur de ratos, Ho et al. (2015) evidenciaram maiores densidades
radiograficas nos animais tratados com quitosana, o que indica melhor taxa
regenerativa. Houve aumento da deposicédo e da espessura de 0sso trabecular. Tais
resultados comprovam, por meios radiograficos, a progresséo rapida de deposicao

0ssea, tendo, por consequéncia, a consolidacdo em menor periodo de tempo.

A densitometria destaca-se por aprimorar a qualidade da avaliacdo do reparo 0sseo.
No estudo em tela, houve diferenca estatistica significante (P<0,05) entre os grupos
nos trés periodos de avaliacdo poés-operatéria, sendo o GB superior ao GC.
Resultados semelhantes foram encontrados por Shakir et al. (2018), ao utilizarem
composto a base de quitosana em defeitos calvarios criticos em ratos albinos,
evidenciando maior atividade metabdlica e osteoblastica do grupo tratado. Os
resultados densitométricos favoraveis condizem com a influéncia positiva da
quitosana sobre a morfologia tecidual, culminando em arquitetura favoravel ao
crescimento 0sseo e a fixacdo biologica dos tecidos perilesionais, sem indugdo de

resposta toxica ou rejeigéo.

As analises histopatoldgicas evidenciaram superioridade do GB em todos os periodos
avaliados, considerando-se a média da soma dos escores de cada parametro.

Diferentemente dos animais do grupo controle, 0s quais apresentaram apenas certo
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grau de proliferacdo 6ssea aos 60 dias, observou-se inflamacédo granulomatosa e
tecido cartilaginoso com proliferacdo 0ssea nas avaliagbes dos animais tratados. A
superioridade na atividade osteoblastica, na proliferacao de tecido conjuntivo frouxo e
nas formacdes de osso trabecular nas bordas da leséo, ja aos 30 dias, caracteriza
efeito osteocondutor do composto e valida tal hipotese. Adicionalmente, e da mesma
forma que Santana et al. (2014), ndo foram identificados sinais compativeis com

processo infeccioso ou rejeicao do material, caracterizando biocompatibilidade.

Os resultados da presente pesquisa, associados aqueles anteriormente citados por
Kong et al. (2006), Ho et al. (2015) e Oryan e Sahvieh (2017), sugerem que a
associacdo de quitosana com o glicerol fosfato culmina em potencial efeito
osteocondutor. Ampliagdo, aprimoramento e maior precocidade na regeneragao
0ssea sustentam tal afirmacéo e validam essa hipdtese. A quitosana caracteriza-se
por ser um biomaterial que promove consolidacdo 6ssea de forma mais rapida e
eficiente (Ahsan et al., 2017). Ao se analisar a densidade mineral 0ssea, a
radiopacidade e as caracteristicas histopatolégicas de animais tratados com gel a
base de quitosana associado ao glicerol fosfato, puderam ser observados maior
resposta e reparo 6sseo, comprovando sua eficacia e utilidade na consolidacdo de

defeitos 6sseos criticos.

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, € possivel afirmar que a quitosana associada ao glicerol
fosfato constitui biomaterial de caracteristicas desejadas, promovendo consolidacdo
O0ssea mais rapida e de qualidade superior. Esses fatores podem contribuir,
potencialmente, para a diminuicdo na morbidade pds-operatdria e a aquisicdo de
melhores resultados de consolidacdo 6ssea em cirurgias ortopédicas para tratamento

de fraturas.
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3. DISCUSSAO

Estudos sobre o uso de biomateriais para reparo de falhas 6sseas tém sido
cada vez mais executados na Ortopedia Veterinaria. O interesse por formas de
minimizar o tempo de recuperacdo e consequente reabilitacdo do animal vém
ganhando cada vez mais importancia, uma vez que os cuidados intensivos acabam
sendo por um menor tempo, diminuindo o trabalho para os proprietarios. Oryan e
Sahvieh (2017) e Shakir e colaboradores (2017) descrevem a quitosana como
polimero de alta bioatividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, atéxico e
caracteristica ndo imunogénicas, que, associada a outros biomateriais, aceleram a
cicatrizagéo e reparo de tecidos como a pele, cartilagem e osso. Wu e colaboradores
(2018) observaram que a quitosana € mecanicamente estavel, citocompativel, imuno-
compativel e degradavel tornando-se excelente material para reparo 6sseo e uso na
engenharia de tecidos. Corroborando com 0s autores acima, na avaliacao clinica, 0s
animais tratados (GB) apresentaram menor escore médio, sendo esse composto
pelas avaliacdes de dor a manipulacao, edema e claudicagdo. O que evidencia uma
melhor recuperacdo no pos-operatorio e consequente melhor regeneracdo 6ssea,
uma vez que a reacao inflamatéria exacerbada foi menor quando comparada ao GC.
O GB também se apresentou superior ao GC em todas as outras analises. A avaliacao
radiografica permitiu a comparacéo dos graus de radiopacidade entre os dois grupos,
podendo verificar se houve formacéo 6ssea e em que grau e qualidade ocorreu. Na
primeira avaliacdo, com 30 dias de poOs-operatorio, ndo teve diferenca estatistica
significativa entre os GB e GC (Tabela 2). Entretanto, em periodos mais avancados,
com 60 e 90 dias pos cirurgico, houve diferenca estatistica significativa entre os dois
grupos, sendo o grupo de biomaterial com resultados superiores (Figuras 3 e 4).

Os resultados das andlises de densitometria Optica permitiram avaliar a
densidade mineral 0ssea, portanto, possibilitou observar se o reparo 0sseo ocorreu
de maneira correta. Semelhante as demais analises, ocorreu diferenca estatistica
significante (p> 0,05) entre os grupos nos trés periodos de avaliacdo pds-operatéria
(Tabela 3) (Figura 9), sendo o0 GB com médias superiores ao GC (Figura 10). Por

altimo, pode ser observado nas analises histopatologicas que a média da soma do
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escore de cada parametro da avaliacdo histopatologica do GB foi superior a do GC
(Figura 11) em todos os periodos (Figuras 12, 13 e 14; Tabela 4). Na analise
histopatoldgica também pode ser observado que animais tratados com a quitosana ja
apresentaram inflamag&o granulomatosa e tecido cartilaginoso com proliferagcéo
0ssea aos 60 dias de pos operatorio (Figuras 16 e 17), enquanto que o Grupo Controle
apresentou certo grau de proliferacdo 6ssea apenas 60 dias apés inducdo da falha
Ossea (Figura 15).

Shakir e colaboradores (2017) em estudo realizado com camundongos,
observaram que o grupo tratado com a quitosa houve maior atividade metabdlica e
osteoblastica. De forma semelhante, no presente estudo, o grupo tratado com a
quitosana também apresentou maior atividade osteoblastica, sendo essa evidenciada
pela maior radiopacidade e densidade mineral 6ssea. Outra similaridade entre ambos
foi que o grupo tratado com quitosana apresentou melhor formacdo Ossea,
evidenciado pela radiografia.

Oryan e Sahvieh (2017) afirmam que a influéncia da quitosana pura no reparo
de falhas 6sseas promove resultados insatisfatérios, entretanto, este biomaterial com
outra apresentacdo, como por exemplo em gel, ou associado a algum componente,
promove regeneracdo 0ssea mais rapida e de boa qualidade. O que ocorreu na
presente pesquisa: a quitosana em forma de gel associada ao glicerol fosfato
apresentou regeneracao 6ssea mais rapida.

Durante o reparo 0sseo, 0s pedacos de cartilagem que formam a ponte entre
os fragmentos vao sendo substituidos pelo calo 6sseo ou 0sso primario, seguida pela
formacdo de osso com estrutura lamelar tipica (CROCI et. al, 2003; KRAUS e
KIRKER-HEAD, 2006; KNIGHT e HANKENSON, 2013). Como comprovado por Ahsan
e colaboradores (2017), a quitosana € um biomaterial que promove essa regeneracao
O0ssea de forma mais rapida. Portanto, ao se analisar a densidade mineral 6ssea, a
radiopacidade e as caracteristicas histopatolégicas, pode ser observado reparo 6sseo
em estagios mais avancados quando tratado com a quitosana, 0 que ocorreu nesse

estudo.
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4, CONCLUSAO

A partir de todas as analises foi verificado a superioridade do reparo 6sseo no
grupo tratado com o biomaterial, se comparado com o grupo controle. Com o0s
resultados obtidos, € possivel afirmar que a quitosana associada ao glicerol fosfato
constitui um biomaterial de caracteristicas desejadas, promovendo um reparo 6sseo
mais rapido e de qualidade superior. O que contribui para a queda na morbidade po6s
operatoria em cirurgia ortopédica para reparo de fraturas. Portanto, assim como
descrito pelos autores acima, a quitosana se mostrou um material de alta qualidade

para reparo 6sseo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos sobre o uso de biomateriais para reparo de falhas 6sseas tém sido
cada vez mais executados na Ortopedia Veterinaria. O interesse por formas de
minimizar o tempo de recuperacdo e consequente reabilitacdo do animal vém
ganhando cada vez mais importancia, uma vez que os cuidados intensivos acabam
sendo por um menor tempo, diminuindo o trabalho para os proprietarios. Oryan e
Sahvieh (2017) e Shakir e colaboradores (2017) descrevem a quitosana como
polimero de alta bioatividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade
e caracteristica ndo imunogénicas, que, associada a outros biomateriais, aceleram a
cicatrizacao e reparo de tecidos como a pele, cartilagem e 0sso. Wu e colaboradores
(2018) observaram que a quitosana € mecanicamente estavel, citocompativel, imuno-
compativel e degradavel tornando-se excelente material para reparo 6sseo e uso na

engenharia de tecidos.
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