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RESUMO

A grande busca da periodontia é regenerar nos individuos que portaram
patologias periodontais as estruturas de suporte dental devastadas pela doenga
infecciosa. Nos ultimos anos, materiais para enxertos 6sseos vém sendo testados
e utilizados em larga escala com esse intuito. Embora o uso de osso autdégeno
seja comumente considerado o material de enxerto de primeira escolha, existe
uma série de limitacbes ao seu uso. Nesse trabalho propusemos avaliar o efeito
da esponja de chitosan/tricalcio fosfato, que & um bio-polimero natural nao toxico e
biodegradavel, no reparo de defeitos de tamanho critico em calvaria de ratos.
Foram utilizados 20 ratos, machos, adultos, da linhagem Wistar. Confeccionaram-
se, no 0sso parietal de cada animal, dois defeitos 6sseos de tamanho critico, com
broca trefina de 5mm de didmetro interno, um dos defeitos recebeu a esponja de
chitosan (grupo teste) e o outro foi preenchido com osso autégeno particulado
(grupo controle positivo). Apés 60 dias, cortes histolégicos foram executados
observando-se, nos defeitos preenchidos com o chitosan, uma média de 37,79%
de remanescentes da esponja. Numa anadlise linear destes defeitos, o
preenchimento 6sseo ocorreu numa média de 0,57+0,38mm. Nos defeitos
preenchidos com 0sso autégeno (controle positivo), foi registrada uma média de
5,02mm de osso vital. Comparando os dois grupos experimentais em termos
percentuais, observamos que no grupo teste o preenchimento com tecido 6sseo
foi menor que no grupo controle (7,72% e 68,75%) respectivamente, p<0,001 no
teste de Tukey). Dessa forma, conclui-se que a esponja de chitosan/tricalcio
fosfato tem um deficiente efeito sobre o reparo 6sseo em defeitos de calvaria de

ratos.

XIII



ABSTRACT

Periodontology great challenge is to aim the regeneration of periodontal
apparatus previously exposed to periodontal disease. Bone substitutes have been
extensively tested and used to obtain regeneration. Despite autogenous bone has
been considered the gold standard material to perform these techniques there are
some restrictions which limit its use. The objective of this study is to evaluate the
chitosan/tricalcium phosphate sponge, a non-toxic natural and biodegradable
biopolymer, in calvarian defects repair. Twenty adult male Wistar rats were used in
this research. Two critical defects were prepared on the parietal bone of each
animal using a trephine bur of 5mm inside diameter. One of the defects received
chitosan sponge as treatment (test group) and the other was treated with
particulate autogenous bone (positive control group). After 60 days the animals
were sacrificed and the histological sections were obtained. It was observed in test
group a mean remaining chitosan sponge of 37,79%. A linear analysis showed a
0,57+0,38 bone fulfilling mean of the test defects. In defects treated with
autogenous bone (positive control group) the mean bone vital observed was
5,02mm. In percentual terms the defect bone fulfilling was less observed in test
group rather than control group (7,72% and 68,75% respectively, Tukey test
p<0,001). Chitosan/tricalcium phosphate sponge does not improve bone repair in

rats calvarian defects.
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Introducéo

A periodontite é uma patologia que desencadeia um processo de perda
de insercao periodontal como conseqliéncia da inflamacao nos tecidos de suporte
dos dentes. Essa doenca normalmente envolve progressiva e destrutiva mudanca
que leva a perda de insercao do ligamento periodontal e osso alveolar. Estudos
epidemioldgicos indicam que 5% a 20% da populacado adulta apresentam formas

severas dessa doenga (Brown & Lée, 1993; Hugoson et al., 1992).

O maior objetivo da terapia periodontal inclui a redugédo da bolsa, a
regeneracao funcional do aparato de insercdo e a restauracao do osso alveolar
perdido. A meta terapéutica ideal deve ser a completa regeneracao do periodonto
de acordo com o previamente existente, alcancando os limites fisiolégicos normais

(Mellonig, 1980).

Os procedimentos regenerativos 6sseos Sa0 essenciais nas cirurgias
periodontais e em implantodontia. Materiais para enxertos ésseos tém sido
utilizados e investigados largamente. Embora o uso de osso autégeno seja
comumente considerado o material de enxerto de primeira escolha, existe uma
série de limitagdes ao seu uso, como a quantidade disponivel dos locais doadores,
morbidade do local doador, deformidade e desconforto. Aloenxertos vém sendo

utilizados como alternativas ao auto enxerto (Yong-Moo et al., 2000).



As estratégias de engenharia tecidual tém sido sugeridas como uma
possivel alternativa para autoenxertos convencionais. Recentes investigacdes tém
aberto novas possibilidades para a constru¢do de tecidos vitais autélogos in vitro
usando biomateriais apropriados para guiar o desenvolvimento dos tecidos

(Vacanti et al., 1991; Cooper et al., 1991; Atala et al., 1992).

A utilizacdo do chitosan (poly-N-acetyl glucosaminoglycan) em
regeneracoes O0sseas vem nos uUltimos anos ganhando particular interesse. O
chitosan & um bio-polimero natural ndo téxico e biodegradavel (Sanford, 1989).
Esse bio-polimero natural tem varias aplicacbes biomédicas. Muitos estudos
prévios corroboram a habilidade do chitosan em melhorar a hemostasia (Malette et
al., 1983; Kind et al., 1990; Klokkevold et al., 1992; Klokkevold et al.,, 1999) e a
cicatrizacao das feridas (Muzzarelli et al., 1988). Particularmente, o chitosan tem
demonstrado aumentar a formacao éssea in vitro (Klokkevold et al., 1996) e in vivo

(Borah et al., 1992; Muzzarelli et al., 1994; Klokkevold et al., 1998).

Além dessas aplicacdes biomédicas, o chitosan tem se mostrado como
um regulador na liberacdo de agentes bioativos, inclusive dos fatores de
crescimento (Berscht ef al., 1994), antibiéticos (Chandy & Sharma, 1993) e drogas
anti-inflamatérias (Shiraishi et al., 1993). Além disso o chitosan se adapta muito
bem a materiais inorganicos tais como o tricalcio fosfato (TCP) e a hidroxiapatita
(HA). Pastas de chitosan contendo fosfato de calcio tém sido introduzidas como

material de enxertos para lesdes 6sseas (lto et al., 1994; Kawakami et al., 1992).



As propriedades bioldgicas favoraveis do chitosan e sua disponibilidade
em varias formas de apresentacao incluindo pd, gel, solucdes, esponjas, o faz um
bom candidato para aplicacées clinicas como condutor nas terapias periodontais e

0sseo regenerativas.

O chitosan é um polimero natural biodegradavel, ndo toxico e nao
imunogénico, com estrutura quimica similar a da celulose, que vem mostrando
efeitos benéficos no processo de cura e aumento na formacao éssea. As suas
propriedades biolégicas e caracteristicas estruturais apontam para a possibilidade
de um bom substituto ésseo com arcabougco para a insercao celular, como
demonstrado frente aos hepatécitos (Kawase et al., 1997; Yagi et al., 1997). Estas
caracteristicas biocondutoras, imunogénicas, bactericidas e quimioatrativas em
conjunto com sua maleabilidade nas formas de apresentacdo, como po, gel ou
esponja trazem vantagens incomensuraveis para sua aplicabilidade na

odontologia.



Revisao da Literatura

O tecido 6sseo tem como funcdo essencial o metabolismo do calcio
(Roberts et al., 1992), sendo o mineral 6sseo a primeira reserva metabdlica do
célcio (Roberts et al., 1991). Alguns ossos formam-se no mesénquima por
ossificagao intramembranosa, em outros casos, 0s modelos ésseos mesenquimais
transformam-se em modelos cartilaginosos de 0ssos que mais tarde irdo ossificar-
se por osteogénese endocondral. Existem diferencas importantes na cinética do
processo de mineralizacdo na ossificacdo endocondral e na ossificagao

intramembranosa (Dziedzic-Goclawska et al., 1988).

Em circunstancias fisioldgicas, a formacado do tecido ésseo é regulada,
principalmente pela carga funcional (Martin & Burr 1989). Por outro lado, os
mediadores biomecanicos do metabolismo do calcio (hormbénios da paratiredide,
estrogénio, vitamina D, etc) predominam no controle da reabsorcdo 6ssea (Baron

et al., 1984).

O osso € um composto altamente ordenado de matriz orgénica e mineral
inorganico. A matriz 6ssea, chamada ostedide antes da mineralizagdo, é
principalmente um conjunto de fibras colagenas embebidas em substancia
fundamental. Esta Ultima é um gel de agua viscoso e complexos de
glicoproteina/proteina. A substancia fundamental também contém numerosos

fatores organicos (citocinas, fatores de crescimento) que ajudam a controlar a



ativacao celular, maturacdo da matriz e mineralizacdo. Durante a mineralizacao,
pequenos cristais de hidroxiapatita sdo densamente acondicionados em uma série
ordenada, de acordo com a orientagdo das fibras colagenas (Roberts et al., 1987)
estruturando-se de forma lamelar em densidades distintas 0 que determina os
tipos cortical ou trabecular. O osso trabecular é formado por uma rede de lamelas
Osseas, delimitando cavidades dentro das quais encontramos a medula 6ssea
(Wheater et al., 1987). Tanto o osso cortical quanto o trabecular contém células
especializadas, matriz organica e fase mineral. Varios tipos de células sao
encontradas no tecido ésseo ou no estroma conjuntivo da medula 6ssea, no qual é
rico em células tronco mesenquimais. Friedenstein (1976) descreveu cinco tipos
de células diferentes que podiam se originar dessas células tronco: Osteoblastos,
condroblastos, fibroblastos, adipdcitos e mioblastos, de acordo com o tipo de sinal

molecular que inicia a ativacdo da cascata de diferentes genes.

Os osteoblastos sao células grandes (20-30um) de forma poliédrica, com
um citoplasma basofilico e com uma significativa quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi. Tém origem nas células tronco
mesenquimais da medula 6ssea, enddsteo, peridsteo e pericitos perivasculares
(Canfield et al., 2000). Os osteoblastos sintetizam a matriz organica ou material
ostedide e expressam a alcalina fosfatase que permitira a mineralizacao

subsequente (Hernandez-Gil et al., 2006).

Fatores de crescimento e genéticos sdo fundamentais no controle da

diferenciacao da linha osteoblastica, sendo as proteinas morfogenéticas ésseas o



mais potente regulador da diferenciacido osteoblastica das células tronco

mesenquimais (Yamaguchi et al., 2000).

Ap6s a mineralizagcdo da matriz alguns osteoblastos permanecem
aprisionados no seu interior, transformando-se em osteécitos. Os osteoblastos,
osteoclastos e as células de revestimento 6sseas sao encontradas na superficie

do 0sso0, enquanto os ostedcitos no seu interior (Hernandez-Gil et al., 2006).

Os ostedcitos participam da sintese e mineralizacdo da matriz ostedide,
mas se acredita que sua principal funcdo é controlar a remodelacdo éssea,
detectando as variacbes de cargas, um fendbmeno conhecido como

mecanotransducao (Lanyon, 1993).

Os osteoclastos sao células responsaveis pela reabsorcao, apresentam-se
multinucleadas e ricas em mitocdndrias e vacuolos. Os osteoclastos contém
fosfatase acida o que permite a desfosforilacdo das proteinas, possuindo ainda
receptores para a calcitonina (Hernandez-Gil et al.,, 2006). A matriz organica ou
material ostedide é formado fundamentalmente por proteinas, especialmente
colageno (90%). A matriz mineralizada extracelular € considerada mais que um
simples reservatério de calcio e fésforo, visto que constitui uma reserva de
proteinas que participam na regulacédo da diferenciacao celular e na integridade e

funcéo do tecido 6sseo (Young, 2003).



O componente mineral do 0sso representa 65% da massa oOssea. Ele é
formado por calcio, fosfato e carbonato (em proporcées de 10:6:1) na forma de
pequenos cristais de hidroxiapatita (Caio(PO4) (OH)2 e, com pequenas
quantidades de magnésio, sédio, potassio, manganés e fluoreto. As proteinas com
capacidade adesiva favorecem a mineralizacdo, enquanto as proteoglicanas,

magnésio e pirofosfatos agem como inibidores (Hernandez-Gil et al., 2006).

Os procedimentos regenerativos 06sseos sao essenciais nas cirurgias
periodontais e em implantodontia. A regeneracdo 6ssea cria uma resposta nas
quais vasos sanguineos, células e matriz extracelular estdo envolvidos. A
importadncia dos vasos sanguineos na osteogénese foi apontada por Trueta
(1963), no qual descreveu que apdés um trauma, uma resposta inflamatéria e um
hematoma inicial é produzido, com células sanguineas vermelhas, plaguetas e
fibrina. As células liberam interleucinas e fatores de crescimento, regulando a
migracao de linfécitos, macréfagos, precursores osteoclasticos e células tronco.
Esses sinais moleculares promovem a diferenciacdo também nas células
endoteliais, fibroblastos, condroblastos e osteoblastos, criando um novo tecido
fibrovascular os quais substitui o coagulo inicial. Esse é totalmente regulado por
uma série de interagcbes complexas entre fatores de crescimento, horménios e
citocinas. O suprimento vascular, sintese protéica e mineralizagdo sao todos

fundamentais para esse processo.

O crescimento 6sseo por meio da aposicdo do 0sso circunjacente

caracteriza a osteoconducao, portanto, este processo necessita da presenca de



tecido 6sseo ou de células mesenquimatosas diferenciadas (Misch, 2000). Os
materiais de fosfato de calcio exibem auséncia total de toxicidade (Cameron et al.,
1977). Sua capacidade de se unirem ao 0sso e agirem como um substrato para o
crescimento ésseo os transforma no material de escolha, caracterizado como
osteocondutor e osteofilico, mas nao osteogénico (Kent & Jarcho, 1995). O indice
de reabsorcdo do fosfato de calcio € afetado pelo tamanho das particulas,
porosidade e composicao do material. As particulas maiores demoram mais para
reabsorver. Uma particula de 250um de tamanho reabsorve mais rapido do que

outra particula de 750um (Cheung & Tofe, 1993).

A osteoinducao envolve a formacado de osso novo a partir das células
osteoprogenitoras, derivadas das células mesenquimatosas primitivas, sob a
influéncia de um ou mais agentes indutores que emanam da matriz éssea
(Friedlander, 1987; Covey & Albright, 1989). Os materiais osteoindutores mais
usados na odontologia sao os aloenxertos e autoenxertos 6sseos. Um aloenxerto
0sseo & um tecido 6sseo transplantado, da mesma espécie que o receptor mas de
genotipo diferente. A principal vantagem dos aloenxertos € que eles eliminam a
necessidade de um local doador. O tecido é obtido em cadaveres, é processado e
entdo é armazenado sob varias formas (Buck & Malinin, 1994). Existem trés tipos
principais de aloenxertos 0sseos: congelado, seco, e desmineralizado seco e

congelado (Misch, 2000).

A osteogénese refere-se ao crescimento ésseo derivado das células

viaveis, transferidas dentro do enxerto. O osso autégeno é o Unico material de



enxerto disponivel com propriedades osteogénicas. A sua forma mais eficaz é
0SS0 esponjoso, que fornece a maior concentracdo de células ésseas. O 0sso
novo é regenerado pelos osteoblastos enddsseos e pelas células que se originam
na medula, transferidas com o enxerto (Misch, 2000). O mecanismo do
crescimento ésseo, dentro dos enxertos 6sseos autdgenos, inclui trés fases. As
células transplantadas vivas, principalmente da por¢do esponjosa do enxerto,
sobrevivem nos primeiros trés ou quatro dias por meio da alimentacdo com o
tecido vascular circunjacente. Os ostedcitos presentes dentro das trabéculas
O0sseas que sobrevivem ao processo de transplantacdo sido responsaveis pela
proliferacao e formacado de um novo produto ostedide (Gray & Elves, 1979). Este
processo osteogénico, chamado osso da fase |, é caracterizado pelo numero de
células transplantadas e determina a quantidade de 0sso novo que se formara
além da dimensao original (Axhausen, 1956). Ele é diretamente proporcional a
densidade das células transplantadas (Friedenstein et al., 1966). O sucesso do
enxerto depende da vascularizagdo primaria (Holmstrand, 1957). A medida que as
células Osseas transplantadas morrem, as células ésseas do tecido receptor
seguem e remodelam o enxerto por meio da reabsorcdo. Os fatores de
crescimento e as proteinas indutoras sdo liberadas pelo osso transplantado,
iniciando a fase Il do processo osteoindutor (Axhausen, 1956). A matriz inorganica
de hidroxiapatita, que forma uma plataforma no enxerto autégeno, contribui para o
efeito osteocondutor da formacédo 6ssea a medida que o0 0sso novo se forma por
meio da substituicdo por deformacéo. Este processo pode ser considerado uma

terceira fase da formacao 6ssea pelo osso autégeno (Misch, 1993).



Materiais para enxertos 6sseos tém sido utilizados e investigados
largamente. Embora o uso de osso autégeno seja comumente considerado o
material de enxerto de primeira escolha, pois pode formar osso em todos os trés
mecanismos (Misch, 2000), existe uma série de limitacbes ao seu uso, como a
quantidade disponivel dos locais doadores, morbidade do local doador,
deformidade e desconforto. Aloenxertos vém sendo utilizados como alternativas

ao auto enxerto (Yong-Moo et al., 2000).

As estratégias de engenharia tecidual tém sido sugeridas como uma
possivel alternativa para autoenxertos convencionais. Recentes investigacdes tém
aberto novas possibilidades para a constru¢do de tecidos vitais autélogos in vitro
usando biomateriais apropriados para guiar o desenvolvimento dos tecidos

(Vacanti et al., 1991; Cooper et al., 1991; Atala et al., 1992).

No interesse por novos materiais, pesquisas tém apontado para bio-
polimeros naturais, tais como a dextrina, mucopolissacarideos e chitina.
Especialmente a chitina ou chitosan (poly-N-acetyl glucosaminoglycan) um bio-
polimero de carbohidrato extraido da chitina tem chamado a atengéo. A chitina é o
segundo mais abundante bio-polimero natural préximo a celulose. Ela é o
componente estrutural primario do exoesqueleto dos artrépodes, crustaceos,
parede celular dos fungos e cuticula dos insetos. A chitina é um polissacarideo
muito estavel e € um polimero linear da ligacdo do mondémero N-acetyl-D-

glucosamine com 1,43-glucosidic (Aspinall, 1986).
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Nas ultimas décadas, o uso do chitosan em regeneracbes 6sseas vem
ganhando particular interesse. O chitosan é um bio-polimero natural ndo téxico e
biodegradavel (Sanford, 1989). Esse bio-polimero natural tem varias aplicacoes
biomédicas, inclusive a de reduzir o peso pela absorcdo e sua ligacdo com os
alimentos, controlando o nivel do colesterol, reforcando a resposta imune contra
bactérias, virus e células cancerosas (Nishimura et al., 1986; Klokkevold et al.,
1999). Outros estudos corroboram a habilidade do chitosan em melhorar a
hemostasia (Malette et al., 1983; Kind et al., 1990; Klokkevold et al., 1992) e a
cicatrizagcdo dos tecidos conjuntivos injuriados (Muzzarelli et al, 1988).
Particularmente, o chitosan tem demonstrado aumentar a formagao éssea e inibir
a insercao e proliferacado dos fibroblastos in vitro (Klokkevold et al., 1996) e in vivo

(Borah et al., 1992; Klokkevold et al., 1998).

Aumento de cicatrizacdo 6ssea in vivo foi demonstrada por Muzzarelli et al.,
(1994), em defeitos criados no condilo femural de carneiros, apdés 40 dias e
comparados com grupos controle que apresentaram apenas pequenos sinais de
cicatrizacdo 6ssea. No trabalho de Borah et al., (1992) modelos de defeito de
tamanho critico foram feitos bilateralmente em fibulas e metacarpos centrais de
coelhos adultos, num estudo paralelo. Num defeito foi colocado o chitosan e no
contra-lateral o defeito executado foi apenas fechado com os tecidos moles. Os
animais foram posteriormente avaliados histoldégica e radiograficamente o que
demonstrou marcado crescimento 6sseo nos defeitos tratados com o chitosan.
Evidéncias de melhora na regeneracdo 6ssea em caes também foram conferidas

por Malette et al., (1986).
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Park et al., (2003) conduziram um estudo em caes beagle com o objetivo de
examinar o efeito do chitosan na regeneracdo dos tecidos periodontais. Defeitos
de uma parede foram cirurgicamente criados e tratados com chitosan. O preparo
histolégico para avaliacao foi executado apds oito semanas do procedimento
cirurgico. Diferencas estatisticamente significante foram observadas em prol do
chitosan, para a formacao de cemento e tecido ésseo. Num estudo que tratou com
gel de chitosan 52 casos de periodontite em caes, Muzzarelli et al., (1989)
registraram uma significante reducao na mobilidade dentaria e profundidade de

bolsa além do aumento na regeneracao da histoarquitetura dos tecidos.

Além dessas aplicacdes biomédicas, o chitosan tem se mostrado como um
regulador na liberacdo de agentes bioativos, inclusive dos fatores de crescimento
(Berscht et al., 1994), antibi6ticos (Chandy & Sharma, 1993) e drogas anti-
inflamatérias (Shiraishi et al., 1993). Além disso o chitosan se adapta muito bem a
materiais inorganicos tais como o tricalcio fosfato (TCP) e a hidroxiapatita (HA).
Pastas de chitosan contendo fosfato de calcio tém sido introduzidas como material
de enxertos para lesdes 6sseas (lto et al., 1994). O chitosan em pasta ligado a
hidroxiapatita aumentou a osteocondug¢dao quando aplicado na tibia de coelhos

adultos, em comparacdo com controles (Kawakami et al., 1992).

As propriedades bioldgicas favoraveis do chitosan e sua disponibilidade em
varias formas de apresentacao incluindo po, gel, solucbes, esponjas, o faz um
bom candidato para aplicagdes clinicas nas terapias periodontais e 0sseo

regenerativas (Klokkevold et al., 1996).
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Bioceramicas de fosfato de calcio vem recebendo atencdo especial como
material de preenchimento O6sseo por comportar-se semelhantemente aos
constituintes minerais dos ossos (Felicio-Fernandes & Laranjeira, 2000). Esses
materiais tém mostrado nenhuma toxicidade local ou sistémica, nenhuma resposta
de corpo estranho ou inflamacéao, além de aparente habilidade em se inserir aos
tecidos do hospedeiro (Kawachi et al., 2000). Poros de tamanho grande (100um)
sao ideais para bioceramicas (Kawachi et al., 2000) por manter a vascularidade e
viabilidade por longo prazo (Hench, 1991). A formacao de biomateriais com macro
poros (poros de 50 a 250um) é resultado da mistura de um polimero ou substancia
organica a um material em pé. Uma variagdo deste, na forma de tricalcio fosfato
tem sido exaustivamente avaliado em inUmeras areas como material de
osteoconducao éssea, ndao somente na periodontia (Froum & Stahl, 1987), mas
também na implantodontia (Misch & Dietsh, 1993) e ortopedia (Nicolas & Lange,

1994).

A sintese do fosfato de calcio tem sido alcancada por diferentes métodos,
incluindo: precipitacdo em solugcdo aquosa, métodos hidrotérmicos, reacdes de
estado solido, processos sol-gel e micro emulsdo (Kawachi et al., 2000). O fosfato
e o calcio podem ser capazes em induzir crescimento 6sseo tanto na superficie
quanto no interior dos poros do material (Kawachi et al., 2000, Hench, 1991), além
de poderem agir como agentes modificadores reticular e indutores da formagéo de
0sso devido a presenca do calcio e fésforo (Felicio-Fernandes & Laranjeira, 2000).
As propriedades osteocondutoras da hidroxiapatita a credenciam para serem

usadas em enxertos como substitutas 6sseas (Sivakumar et al., 1996).
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Na engenharia tecidual, uma estrutura de armacédo ajuda a determinar a
morfologia tridimensional, aumenta a sobrevivéncia celular e promove estabilidade
mecanica inicial, suporta o crescimento dos tecidos por entre suas estruturas além
de auxiliar na formacéao da estrutura do proprio tecido (Langer & Vacanti, 1993).
Colageno e chitosan sao biodegradaveis e tém sido usados como materiais de
armacgao na engenharia tecidual (Seong et al., 2000; Rocha et al., 2002). Contudo,
esses polimeros naturais sdo mecanicamente frageis, o que limita sua aplicacao
biomecanica. As ceramicas de fosfato de calcio sdo excelentes candidatas a
reparacao e regeneracao 0ssea por conta de sua composicao quimica ser similar
aos componentes inorganicos do osso (Orr et al.,, 2001, Chang et al., 2000). O B-
tricalcium fosfato (B-TCP) € uma dessas ceramicas que tem se mostrado ser
bioativa e biodegradavel. A taxa de degradacao B-TCP é 10 vezes maior que da

hidroxiapatita (Yaszemski et al., 1996).

Animais experimentais apresentam melhor habilidade regenerativa que
humanos (Sirola, 1960). Diferentes abordagens experimentais tém sido usadas
para testar a capacidade de diferentes materiais em melhorar a regeneragao
O0ssea, ambos em 0ssos longos (Melcher & Dreyer, 1962) e no complexo cranio-
facial (Melcher, 1969 & Tumbull & Freeman, 1974). Varios fatores devem ser
levados em consideracdo quando se avaliam os resultados de experimentos
animais. A quantidade e qualidade do osso que se forma num defeito é
influenciado pela espécie e tipo de animal usado no experimento individual
(Enneking et al, 1975), idade do animal, estabilidade do defeito, localizacdo

anatdmica do defeito 6sseo (Najjar & Kahn, 1977), tipo de osso (Harris et al.,
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1968), presenca ou auséncia de periosteo (Melcher, 1969) e presenca da

duramater (McKibbin, 1978).

Os requisitos do modelo animal usado para o teste de regeneracao 6ssea
sao: 1) O tamanho minimo do defeito ésseo experimental ndo deve ser menor que
o defeito ésseo de tamanho critico para a espécie particular; 2) O modelo deve ser
barato; 3) Os animais devem estar disponiveis, e com facilidade para manusear e
anestesiar; 4) O defeito 6sseo deve ser estavel e ndo permitir mobilidade; 5) O
risco de fratura deve ser minimizado; 6) O modelo animal deve permitir cuidados
seguidos e avaliagdo da regeneracdo Ossea radiografica e histologicamente

(Frame, 1980).

O defeito 6sseo de tamanho critico tem sido definido como o tamanho de
um defeito ésseo que nao cicatriza espontaneamente com o0sso durante a vida do
animal (Schmitz & Hollinger, 1986; Bosch et al, 1998). Alguns materiais
osteogénicos, osteocondutores ou osteoindutores sdo colocados dentro ou sobre
o defeito. Tais defeitos quando nao tratados sao preenchidos por tecido conjuntivo
fibroso (Sirola, 1960), embora uma quantidade limitada de regeneracao éssea
possa ser vista nas margens do defeito. Frequentemente, feridas criadas
cirurgicamente cicatrizam espontaneamente, especialmente em espécies
filogenéticas de ordens inferiores e em animais jovens. Cicatrizagdo por
regeneracao 6ssea de um defeito ésseo de tamanho critico deve somente ocorrer

apos implantacao de material 6sseo regenerativo (Marden et al., 1994).

15



Os resultados da estimulacao experimental para regeneracdo 6ssea com
materiais de reparacdo 6ssea sao dificeis de serem comparadas por causa da
falta de consisténcia na escolha de um modelo experimental apropriado. Por essa
razao o defeito de tamanho critico deve ser definido com respeito ao animal,
idade, tamanho e local. O assim chamado defeito 6sseo de tamanho critico deve
promover um modelo padrdao para avaliagdo da eficacia da reparacao Ossea

(Bosch et al., 1995; Ripamonti, 1991).

Cirurgias reconstrutivas sao executadas para corrigir defeitos &ésseos
congénitos e adquiridos, causados pela periodontite, artrite degenerativa e
osteomielite. O tratamento preferido para muitos defeitos 6sseos € o enxerto
autégeno (Damien & Parsons, 1991; Misch & Dietsh, 1993; Mellonig, 1992). Os
autoenxertos sao bons materiais osteoindutores (Damien & Parsons, 1991; Rivault
et al., 1971; Dragoo & Sullivan, 1973; Goldberg & Stevenson, 1987). Contudo,
embora altamente efetivo, o autoenxerto promove uma operagdo adicional ao
individuo; mais dor; risco de hematoma; trombose; infecgéo do local doador; dano
aos vasos e nervos; e pode requerer um prolongamento da estadia hospitalar; e
existe uma limitagdo no suprimento do material para grandes defeitos 6sseos
(Goldberg & Stevenson, 1987; Schallhorn, 1972; Burnette, 1972). Os aloenxertos,
embora osteogénicos, sdo as mais comum alternativa ao autoenxerto. Porém, o
uso de aloenxertos envolvem certo risco quanto a antigenicidade, embora os
aloenxertos sejam normalmente pré-tratados quimicamente ou por congelacao ou
radiacao (Hiatt & Schallhorn, 1971; Mellonig, 1996; Quattlebaum et al., 1988; Buck

et al, 1989). Assim, pode ser melhor usar substancias alternativas para
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substituicido 6ssea, tais como, fatores de crescimento, fator-f de crescimento
transformador (TGF-B) e proteinas morfogenéticas Osseas (BMP).
Particularmente, as BMP’s sdo um grupo de fatores de crescimento e
diferenciacao agindo precocemente nas células osteoprogenitoras de modo que
elas diferenciam-se dentro dos osteoblastos maduros. Recentemente, alguns
investigadores usaram moderna biotecnologia para isolar, identificar, clonar e

expressar sete BMP’s (Wang et al., 1990; Wozney et al., 1990).

A BMP-4 tem sido implicada como um fator de unido na renovacao 6ssea e
durante a reparacao de fraturas. Essa proteina parece estar envolvida nos eventos
celulares os quais precedem a formacéao do calo no local fraturado (Bostrom et al.,

1995; Nakase et al., 1994; Hollinger et al., 1999).

A quintina e seu derivado diacetilado, o chitosan, sdo muito interativos na
sua forma de aminas livres, eles tém as propriedades dos complexos de metais
pesados e forma pontes de hidrogénio e interacées hidrofébicas com numerosos
substratos (Seo et al, 1989). Também apresentam interessantes propriedades
bioldgicas tais como biodegradacdo, bioreabsorcdo (Nordtveit et al., 1994),
biocompatibilidade (Lee et al., 1995; Hirano et al, 1988) além de outras
propriedades muito mais raras para polimeros naturais, a bioatividade (Muzzarelli,

1988), especialmente a inducao 6ssea.
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Proposicao

Avaliar o efeito da utilizacdo da esponja de chitosan/tricalcio fosfato no
reparo 0sseo em defeitos de calvaria de ratos, por meio de uma analise

histométrica.
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Materiais e Metodos

Animais Utilizados

No experimento foram utilizados 20 (vinte) ratos machos, adultos, da
espécie Norvegicus albinus, da linhagem Wistar, pesando entre 300 e 400g,
provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
Unicamp/SP. Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em
gaiolas no biotério da FOP-UNICAMP, sob condigcdes ambientais ideais, e foram
tratados com racdo para animais de laboratorio e agua “ad libitum’. Todos o0s
procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal (COBEA), com aprovacgao pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da

UNICAMP - Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) (ANEXO 01).

Fabricacao da Esponja de Chitosan

A fabricacdo da esponja de chitosan seguiu o protocolo proposto por
Lee et al. (2000). Inicialmente foi preparada uma solucédo de chitosan através da
dissolugdo de 5g de pé de chitosan (Galena Quimica e Farmacéutica') em 100ml
de acido acético 1% (Galena Quimica e Farmacéutica)). A esta solugcdo foram
adicionadas 2,7mg de tricalcio fosfato (Henrifarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos®) e apdés sua completa solubilizagdo, a solucdo foi liofilizada e

posteriormente embebida em uma solucdo de tripolifosfato de célcio a 5%

" Galena Quimica e Farmacéutica Ltda. Campinas — SP.
? Henrifarma Produtos Quimicos e Farmac@uticos Ltda. Cambuci — Sdo Paulo — SP.
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(Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos’), que novamente foi liofilizada
para obter-se uma matriz esponjosa (figuras 01 e 02). A esponja foi entdo cortada
em cubos < 1mm?, a fim de facilitar o preenchimento do defeito.

Obtida a esponja de chitosan, a mesma foi acondicionada em recipiente
de vidro e esterilizada por raios gama® (cobalto 60) em doses de 14,5 KGg (Kilo

Gray) e taxas 0,809 KGg/h pelo periodo de 17 horas.

Figura 01: Fotomicrografia Eletronica de Varredura da esponja de Chitosan em aumento de 50 vezes.

3 Laboratério de melhoramento de plantas — USP — CENA — Piracicaba — SP.
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Sk *, . 4 chitosan

Figura 02: Fotomicrografia Eletronica de Varredura da esponja de Chitosan, aumento de 100 vezes.

Delineamento do Estudo

Inicialmente os animais foram pesados para que se proporcionasse
corretamente o anestésico a ser administrado. Ap6s a sedagéo inicial com éter
sulfarico os animais receberam o anestésico, de acordo com o peso corpéreo, por
meio de injecao intramuscular de cloridrato de xylasina 2%, (Rompun - Bayer do
Brasil - Virbac do Brasil Ind. e Com. LTDA - 15 mg/Kg ou 0,15 ml/Kg) e ketamina,

(Dopalen® - Agribrands do Brasil LTDA - 100 mg/Kg ou 1 ml/Kg).

Apébs o procedimento de anestesia, executou-se a tricotomia (figura 03)

e anti-sepsia do campo cirurgico com iodo povidine (polyvinylpyrrolidone) a 10%.
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Utilizando-se laminas numero 15 para bisturi barder parker, efetuou-se duas
incisbes em L invertido (figura 04) na regido antero-superior e latero-superior
esquerda da cabeca do animal. Retalho de espessura total, incluindo o periésteo,
foi rebatido, expondo o osso parietal de ambos os lados do plano sagital. Dois
defeitos 6sseos criticos, de 7-8mm de didmetro, um em cada lado do plano sagital,
foram confeccionados com uma broca trefina, montada em contra-angulo de baixa
rotacado sob irrigacao constante com solucéo fisioldgica de cloreto de sédio a 0,9%
(Glicolabor® - IndUstria Farmacéutica — Sdo Paulo/Brasil), para se evitar
aquecimento excessivo do tecido 6sseo. Extremo cuidado foi tomado a fim de
evitar qualquer injuria ao cérebro, visto que a dura-mater seria exposta apds a

remocao dssea.

Os defeitos foram irrigados abundantemente com solucao salina. Neste
momento, os defeitos estavam prontos para receberem os materiais de
preenchimento que foram distribuidos da seguinte maneira: Dentre os 20 ratos, 10
(dez) tiveram seus defeitos 6sseos do lado esquerdo preenchidos com a esponja
de chitosan previamente fabricada, e os defeitos do lado direito preenchido com o
tecido Osseo autégeno, retirado durante a confeccdo dos defeitos, que foram
cautelosamente triturados. Os outros dez ratos tiveram o material de
preenchimento invertidos, ou seja, esponja de chitosan no lado direito e 0sso

autégeno no lado esquerdo (figura 05).
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O retalho foi recolocado na sua posigao original e uma sutura continua
foi executada (figura 06), com fio Vicryl 5-0 (Ethicon®, Johnsons do Brasil S/A,

Sao José dos Campos, SP, Brasil).

Os animais receberam aplicagédo Unica de 185mg/Kg de dipirona sddica

oral.

Figura 03: Tricotomia do campo operatério
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Figura 04: Incisdes de acesso a calvaria em L invertido

Figura 05: Preenchimento dos defeitos 6sseos com esponja de chitosan (lado direito) e osso
autoégeno (lado esquerdo).
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Figura 06: Sutura continua executada com fio Vicryl 5-0 (poliglactina 910).

Exame Histoldgico

Decorridos 60 dias pés-cirurgia, todos os animais foram pesados e
receberam anestesia de acordo com o peso corpéreo, por meio de injecao
intramuscular de cloridrato de xylasina 2%, (Rompun - Bayer do Brasil - Virbac do
Brasil Ind. e Com. LTDA - 15 mg/Kg ou 0,15 ml/Kg) e ketamina, (Dopalen® -

Agribrands do Brasil LTDA - 100 mg/Kg ou 1 ml/Kg).

Uma incisdo téraco-abdominal (figura 07) foi efetuada com uma lamina
de bisturi n°. 15 para bisturi barder parker. O sacrificio foi executado por meio de
perfusdo com formaldeido a 10% diretamente injetado no ventriculo esquerdo do

coracao do animal. Uma incisdo no atrio direito foi executada no mesmo momento
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da introducao do cateter de infusdo no ventriculo esquerdo, 0 que proporcionou a
troca do sangue pelo formaldeido durante o periodo cronometrado de dez

minutos, fixando por completo o animal (figuras 08 e 09).

Apos o sacrificio, a calvéaria e os tecidos adjacentes foram removidos em
bloco através de ostectomia com broca tronco-cbnica 701, montada em baixa
rotacdo sob irrigacdo com soro fisioldégico. As pecas coletadas foram fixadas em
formalina neutra a 4% em tampao fosfato (pH 7,2 - 7,4). A descalcificacao foi
realizada em solucéo de citrato de sodio a 20% e acido férmico a 50% em partes
iguais (solugdo de Morse). Segundo o procedimento laboratorial de rotina, o
descalcificador foi renovado a cada trés dias por seis semanas. Ao final desse
periodo, o osso ja fixado e descalcificado, foi desidratado em alcool etilico (60-
100%) sob constante agitacdo e diafanizado em xilol. As amostras foram
separadas ao meio, de forma a fornecer cortes coronais do centro da cavidade
0ssea cirurgica, e depois foram incluidas em parafina e se¢des seriadas com 6um
de espessura, no sentido coronal, foram obtidas e coradas por hematoxilina-

eosina, para analise em microscopia de luz.

Para a analise histométrica, as laminas foram submetidas a um
programa de captura e analise de imagens (Image-Pro®; Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA). As imagens histoldgicas do tecido neoformado selecionadas

para a contagem apos a captura pelo computador através da camera de video,
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foram avaliadas por meio de pontos lineares entre as bordas do defeito, calibradas

proporcionalmente (figura esquematica 10).

f 4
>

Figura 08: Introducao do catéter no VE
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Figura 09: Ponta da lamina de bisturi direcionada ao atrio direito para incisao liberadora

Calvaria
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Figura 10: Esquema da condigao histologica da confec¢édo do defeito em calvaria de ratos. Observar
as bordas do defeito (setas) e a regido a ser preenchida pela esponja de chitosan ou osso autégeno.
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Andlise Estatistica

As comparagbes entre os defeitos preenchidos com chitosan ou 0sso
autégeno foram submetidas ao teste de andlise de varidncia (ANOVA) e ao
teste de Tukey para comparacao entre as médias, adotando-se a probabilidade

a=0,05.
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Resultados

Observacoes Clinicas

No inicio do experimento foram selecionados 20 animais. Contudo, dois

animais morreram antes da data estipulada para o sacrificio, ndo sendo possivel a

identificagdo da causa da morte. Além disso, trés animais ndo foram considerados

no estudo por defeitos no processamento das laminas.

Durante todo o periodo de cicatrizacdo, ndo ocorreu supuracao ou

formacao de abscessos. No dia do sacrificio os tecidos moles estavam

completamente cicatrizados, sem sinais clinicos de inflamacéao.

Fabricacao da Esponja de Chitosan

A esponja de chitosan fabricada apresentou porosidade entre 50um e 250

pum (figuras 11 e 12).

Observacoes Histologicas

Histologicamente tivemos 15 (quinze) defeitos preenchidos com a esponja

de chitosan (grupo teste) e 14 (quatorze) defeitos preenchidos com o0 0sso
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autégeno (grupo controle), tendo em vista que um defeito foi subtraido por

problemas no processamento das laminas.

A analise histomorfolégica mostrou que o grupo teste e o grupo controle
apresentaram caracteristicas bem distintas, relativamente aos defeitos
preenchidos com a esponja de chitosan e osso autégeno respectivamente. Em
nenhum dos grupos foi identificada a presenca de processos inflamatérios de

quaisquer natureza.

2kl

Figura 11: Visualizagéo das variagdes de diametro dos poros da esponja de chitosan em microscopia
eletrénica de varredura.
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Figura 12: Visualizacéo das variagdes de diametro dos poros da esponja de chitosan em microscopia
eletronica de varredura

Defeitos preenchidos com esponja de chitosan (Grupo Teste)

Foi observada a presenca de remanescentes do chitosan em todos os
defeitos (figura 13). Numa andlise linear foi encontrada um média de 2,808 mm de
fragmentos remanescentes da esponja de chitosan (tabela 1), o que corresponde
em média a 37,79% dos defeitos. Na quase totalidade dos locais onde o chitosan
foi reabsorvido, observou-se o preenchimento com tecido conjuntivo fibroso,
encontrando-se apenas uma média de 0,54+0,37mm de preenchimento 6sseo

neste grupo (tabela 1).
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Figura 13: Remanescentes da esponja de chitosan (setas).

Tabela 1: Média e desvio padrao dos parametros lineares do Grupo Teste

Extensao Total do Osso Neoformado Remanescente do

Defeito Defeito (mm) (mm) Chitosan (mm)
01 7,35 +0,22 0 0,788 £ 0,60
03 6,91 £ 0,23 0,77 £0,38 0,606 + 0,72
05 7,51 +£0,28 0,69 £0,19 2,626 + 0,95
07 7,49 £ 0,28 0,86 £ 0,30 2,992 + 0,63
09 6,75 £ 0,93 0,57+0,17 4,72 + 0,62
11 7,79 +0,19 0 2,11 £ 0,51
13 6,79 £ 0,09 1,21 £0,32 4,392 £ 0,70
15 7,17 + 0,41 0,41 +0,19 2,67 £0,82
17 8,25+0,13 0,71 £0,09 1,724 + 0,84
19 7,70£0,19 0,60 £ 0,25 2,906 + 0,91
21 8,32 +£0,19 0,06 +0,15 4,134 £ 0,11
23 7,51 £0,39 0,55+0,14 4,564 + 0,82
25 7,55 +0,15 0,11 +£0,20 4,11 £ 0,98
27 6,84 £ 0,30 1,10 £ 0,28 1,332 + 0,28
29 8,34 £ 0,29 0,51 £0,39 2,454 £ 1,09

Média 7,49 0,54 2,808
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Defeitos preenchidos com osso autégeno (Grupo Controle)

Nestes defeitos observou-se o preenchimento parcial com tecido ésseo
(figura 14). Numa andlise linear foi registrado uma média de 5,02 mm de
preenchimento do defeito com o0sso neoformado (tabela 2), o que corresponde a
uma média de preenchimento do defeito da ordem de 68,76%. O espaco
remanescente encontrava-se preenchido por tecido conjuntivo com caracteristicas

fibroticas.

Intervalo do defeito

Figura 14: Presenca de osso neoformado preenchendo o defeito (setas)

34



Tabela 2: Média e desvio padrao dos parametros lineares do Grupo Controle

Defeito  Extensé&o Total do Defeito (mm) Osso Vital (mm)
02 6,55 £ 0,40 3,89 £0,26
04 7,76 £0,19 6,57 + 1,57
06 7,46 £ 0,20 6,81 £ 0,33
08 7,46 + 0,11 1,83 £1,02
10 7,04 £ 0,34 2,73 +£0,88
12 7,54 +0,16 4,89 +1,27
14 7,35 + 0,21 6,66 *+ 0,46
16 7,00 £ 0,44 5,35+0,98
18 7,33 +£0,25 6,80 £ 0,29
20 7,62 £ 0,27 3,43 £ 0,44
22 7,73 £0,25 7,25 £ 0,65
24 7,49 £ 0,06 5,983 + 0,86
26 7,15 +0,36 2,27 +1,52
28 6,47 £ 0,16 5,80 £ 0,33

Média 7,28 5,01

Comparacéo entre os dois grupos experimentais (Teste e Controle)

Comparando os dois grupos experimentais em relacdo as medidas lineares,

observou-se maior area de tecido conjuntivo e menor area de 0sso vital no grupo

teste (Tabela 3). Em termos percentuais, foi observado que o grupo teste

preencheu menos o defeito que o grupo controle (7,67%

respectivamente(Grafico 1).
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Tabela 3: Média e desvio padrao (mm) dos parametros lineares dos defeitos nos
grupos teste e controle.

Grupo Teste  Grupo Controle

(n=15) (n=14) Valor de p
Extensao total do defeito 7,43 £ 0,50 7,29 £ 0,40 0,5734
Egéinsao nao preenchida com 6,91 £ 0,77 226 + 1,80 0,01
Exte_nséo de osso neoformado 0,54 + 0,37 524 +1.98 0,01*
ou vital

*Estatisticamente significante, p<0,01 (teste de Tukey)

Grafico 1. Proporcao (%) dos diversos padrdes lineares de preenchimento
ocorrido nos defeitos de calvaria de ratos, nos grupos teste e controle.

Grupos Experimentais

100%

80% 31.24%

60% O Percentual de ndo

° 92.33% preenchimento
40% O Percentual de preenchimento
68.76%
20%
0% 1.67%
Grupo teste Grupo controle
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Discussao

O chitosan é considerado um material com boa compatibilidade biolégica,
com disponibilidade e versatilidade nas formas de apresentagdo e com boa
adaptacao a materiais inorganicos. Além dessas propriedades, a osteoconducéo e
o papel regulador na liberacdo de fatores de crescimento e medicamentos vém

sendo estudadas ultimamente, in vitro e in vivo.

Nesse estudo, defeitos de calvaria de tamanho critico foram usados para
avaliar o efeito osteogénico da esponja de chitosan associada ao tricalcio-fosfato.
Além disso, uma comparacao foi executada, do efeito regenerativo ésseo dos
defeitos preenchidos com osso autégeno com os preenchidos com esponja de

chitosan/tricalcio fosfato.

Foram usados, nesse estudo, modelos de defeitos de tamanho critico (7-
8mm) em calvaria de ratos, que sdo aqueles defeitos que nao cicatrizam
espontaneamente durante a vida do animal (Schmitz & Hollinger 1986 & Bosch et
al., 1998). Esses defeitos tém sido previamente estabelecidos como bons modelos
para investigacdes de efeitos regenerativos 0sseos. O defeito de calvaria,
comparados com outros defeitos 6sseos experimentais, € um modelo conveniente
para estudar os materiais regenerativos 6ésseos por conta da sua facil

acessibilidade e nao exigéncia de fixacao. Além disso, defeitos sdo naturalmente
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reproduzidos e processos de cicatrizacao induzidos tém sido bem caracterizados
(Marden et al., 1994). Também tem sido estabelecido que defeitos trefinados de
calvaria de 7-8mm podem ser considerados de tamanho critico (Schmitz &

Hollinger 1986 & Bosch et al., 1998).

O tamanho dos poros é uma caracteristica importante para quaisquer
biomateriais que se deseje como material de enxerto. Macro poros de 50 a 250um
de didametro foram usados por varios autores em seus experimentos: Froum &
Stahl (1987); Misch & Dietsh (1993) e Nicolas & Lange (1994). Para Kawachi et
al., (2000), poros de 100um sado ideais para qualquer bioceramica e Hench,
(1991), afirmou que esse tamanho assegura a vascularizagdo e a viabilidade do
enxerto em longo prazo. Canfield et al., (2000) apontaram que os osteoblastos sao
células de forma poliédrica com tamanho médio de 20-30um, o que permitiria sua
penetragdo nos poros da esponja de chitosan/tricalcio fosfato enxertado neste
trabalho, visto que a mesma possuia poros de tamanho variavel entre 50 e 250um.
Esses estudos ratificaram a qualidade, do ponto de vista arquitetural, da esponja
de chitosan fabricada para esse experimento, que demonstraram porosidade

dentro das especificacdes cientificas relatadas.

O tricalcio fosfato tem sido usado como um material de enxerto ésseo em
ortopedia (Nicolas & Lange, 1994), em periodontia (Froum & Stahl, 1987) e em
implantodontia (Misch & Dietsh, 1993). A vantagem do tricalcio fosfato inclui boa
compatibilidade 6ssea e reabsorcdo com substituicdo por 0osso na linha do tempo.

No nosso estudo ndo conseguimos observar uma significante substituicdo do
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chitosan/tricalcio fosfato utilizado, ele foi parcialmente reabsorvido com
insignificante formacao éssea, estando em consonancia com os estudos de Froum
& Stahl, (1987), que asseveraram que a desvantagem do tricalcio fosfato, usado
somente como material de enxerto € a descontrolada reabsorcédo e uma auséncia
de substancial formacao 6ssea no defeito 6sseo. Embora a biocompatibilidade
com 0 0SSO seja grande, ele pode ser encapsulado com tecido mole (Froum &
Stahl, 1987), o que se coaduna com os achados do nosso estudo, onde houve
uma parcial reabsorcdo da esponja de chitosan/tricalcio fosfato e pouca ou
desprezivel neoformacao 6ssea, tendo talvez, a velocidade de reabsorcao, sido
um fator impeditivo da formacdo de um novo tecido 6sseo. Contudo, por ser uma
reabsorcdo sem controle, a velocidade de reabsorcéo pode ter variado durante o
tempo, o0 que justificaria a presenca de remanescentes da esponja de
chitosan/tricalcio fosfato em conjunto com uma auséncia de neoformacao 6ssea.
Esses achados sdo dissonantes com o que registraram Kawachi et al., (2000) e
Hench, (1991), que revelaram que o tricélcio fosfato induzem crescimento 6sseo
por entre os poros do material de enxerto, e com o que concluiram Felicio-
Fernandes & Laranjeira, (2000), que atribuiram a neoformacao 6ssea a presenca

do fosforo e calcio.

Em comparacdo com o 0sso autdgeno, a esponja de chitosan/tricélcio
fosfato apresentou pequena osteoconducdo na formacao déssea, perfazendo um
preenchimento linear médio de 7,72%, enquanto o primeiro atingiu uma média de
68,75%. Esses resultados permitem a visualizagdo do chitosan por outro angulo,

visto que até o presente momento, os resultados obtidos na grande maioria dos
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estudos o comparavam com o controle negativo, ou seja, com defeitos que nao
recebiam qualquer tipo de preenchimento, (Borah et al.,, 1992; Klokkevold et al.,
1998; Muzzarelli et al., 1994; Malette et al., 1986; Park et al., 2003), obtendo
assim, quando de qualquer quantidade de neoformacédo dssea, um resultado
positivo, sem amplitude comparativa com padroes de exceléncia, como o0s
preenchidos com enxerto 6sseo autdgeno, por exemplo. Poderemos ainda explicar
os melhores resultados do osso autdgeno, por este atuar de forma osteogénica,
osteoindutora e osteocondutora (Axhausen, 1956), enquanto o chitosan/tricalcio
fosfato apresenta supostamente apenas a propriedade osteocondutora (Kawakami

et al., 1992; Froum & Stahl, 1987).

Com base nesse estudo, é possivel supor que a significancia clinica da
esponja de chitosan/tricalcio fosfato frente ao enxerto 6sseo autégeno, na
osteoconducao 6ssea, é muito pequena, necessitando varios outros testes,
adaptacgdes, reformulacdo arquitetural e percentual de composicdo, para que
tenhamos clareza de todas as vertentes que compdem os efeitos positivos de

engenharia tecidual tdo propagados do chitosan.
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Concluséo

Dentro das limitagbes desse estudo, conclui-se que:

1) A esponja de chitosan/tricalcio fosfato apresenta um efeito nao significativo

sobre o reparo 6sseo em defeitos de calvaria de ratos em comparagdo com

0 0sso0 autégeno.
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