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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL DE REGENERACAO OSSEA GUIADA E
BIOCOMPATIBILIDADE DE  MEMBRANA  POLIMERICA  NANO
ESTRUTURADA A BASE DE QUITOSANA.

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pos-graduacao em
Odontologia, Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de

Doutor em Odontologia com area de concentracdo em Periodontia.

A regeneracao 0ssea guiada (ROG) € uma técnica muito utilizada na odontologia
para reconstrucao de defeitos alveolares para posterior instalagdo de implantes
dentarios. Para que a técnica seja efetiva, uma membrana que permita o
isolamento de diferentes tipos teciduais é necessaria. A quitosana
nanoestruturada modificada por hidroxidos duplos lamelares (HDL) é um
biopolimero sintético que busca unir as caracteristicas promissoras da quitosana
como material bioadesivo e com propriedades antimicrobianas com a
hidrocalcita buscando aprimorar suas caracteristicas estruturais. O objetivo
deste estudo in vivo foi avaliar a biocompatibilidade e o potencial de regeneracéo
O0ssea guiada de uma nova membrana produzida a base de quitosana
nanoestrutada modificada por HDL. Ratos Wistar machos adultos (n=64) foram
divididos randomicamente em 2 grupos de acordo com o tratamento: Colageno
(COL) e Quitosana (QTS). Os animais foram submetidos a cirurgia para
instalacdo de uma membrana no subcutaneo da regido dorsal e a realizacao de
2 defeitos criticos na calota craniana, respeitando cada lado do animal. O defeito
do lado direito foi coberto por uma das membranas testadas (COL ou QTS)
enquanto o outro permanecia descoberto (Controle). Oito animais de cada grupo
foram sacrificados em 4 tempos de acompanhamento: 3, 7, 14 e 30 dias.
Amostras de calota e subcutaneo foram coletadas e preservadas em

paraformaldeido 4%. As amostras de calota foram escaneadas em
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microtomografico para analise da quantidade de osso neoformado. Em seguida,
0s espécimes de calota e subcutaneo foram processados laboratorialmente para
exames histolégicos em parafina: para avaliacdo histomorfolégica das
caracteristicas do processo cicatricial e de degradacdo das membranas e
histomorfométrica para quantificacdo do processo inflamatério e do nivel de
reacao tecidual por meio do escore global de reacéo tecidual (EGRT). Andlises
descritivas e inferenciais foram realizadas para comparacéo entre 0s grupos com
nivel de significancia de 5%. Os resultados ndo demonstraram diferencas entre
0s grupos COL e QTS quanto a intensidade do processo inflamatério e EGRT.
Ja em relacdo aos defeitos na calota, o grupo QTS apresentou maior
neoformacdo 6ssea em relacdo ao grupo controle aos 30 dias (p=0,04). Com
base nos resultados conclui-se que as membranas de quitosana nano
particuladas modificadas por HDL apresentaram biocompatibilidade compativel

com a membrana de colageno e efetividade para uso como barreira em ROG.

Palavras-chave: Regeneracdo 6ssea, membranas, colageno, quitosana



ABSTRACT

EVALUATION OF GUIDED BONE REGENERATION POTENTIAL AND
BIOCOMPATIBILITY OF NANO-STRUCTURED POLYMERIC MEMBRANE
BASED ON CHITOSAN.

Guided bone regeneration (GBR) is a technique widely used in dentistry to
reconstruct alveolar defects for subsequent installation of dental implants. For the
technique to be effective, a membrane that allows the isolation of different tissue
types is necessary. Nanostructured chitosan modified by lamellar double
hydroxides (HDL) is a synthetic biopolymer that seeks to combine the promising
characteristics of chitosan as a bioadhesive material with antimicrobial properties
with hydrocalcite seeking to improve its structural characteristics. The objective
of this in vivo study was to evaluate the biocompatibility and guided bone
regeneration potential of a new membrane produced based on nanostructured
chitosan modified by HDL. Adult male Wistar rats (n=64) were randomly divided
into 2 groups according to treatment: Collagen (COL) and Chitosan (QTS). The
animals underwent surgery to install a membrane in the subcutaneous tissue of
the dorsal region and to perform 2 critical defects in the cranial vault, respecting
each side of the animal. The defect on the right side was covered by one of the
tested membranes (COL or QTS) while the other remained uncovered (Control).
Eight animals from each group were sacrificed at 4 follow-up times: 3, 7, 14 and
30 days. Calvary and subcutaneous samples were collected and preserved in 4%
paraformaldehyde. The cap samples were scanned in a microtomograph to
analyze the amount of newly formed bone. Then, the cap and subcutaneous
specimens were processed in the laboratory for histological examinations in
paraffin: for histomorphological evaluation of the characteristics of the scarring
process and membrane degradation and histomorphometric for quantification of
the inflammatory process and the level of tissue reaction through the global score
of tissue reaction (EGRT). Descriptive and inferential analyzes were performed
for comparison between groups with a significance level of 5%. The results
showed no differences between the COL and QTS groups regarding the intensity

of the inflammatory process and EGRT. In relation to the defects in the calvaria,



the QTS group presented greater new bone formation in relation to the control
group at 30 days (p=0.04). Based on the results, it is concluded that the
nanoparticulate chitosan membranes modified by HDL showed biocompatibility
compatible with the collagen membrane and effectiveness for use as a barrier in
GBR.

Key words: Bone regeneration, membranes, collagen, chitosan
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ABSTRACTO

EVALUACION DEL POTENCIAL DE REGENERACION OSEA GUIADA Y
BIOCOMPATIBILIDAD DE MEMBRANA POLIMERICA
NANOESTRUCTURADA A BASE DE QUITOSANO.

La regeneracion ésea guiada (ROG) es una técnica ampliamente utilizada en
odontologia para reconstruir defectos alveolares para la posterior instalacion de
implantes dentales. Para que la técnica sea efectiva es necesaria una membrana
que permita el aislamiento de diferentes tipos de tejido. El quitosano
nanoestructurado modificado por dobles hidroxidos laminares (HDL) es un
biopolimero sintético que busca combinar las caracteristicas prometedoras del
quitosano como material bioadhesivo con propiedades antimicrobianas con la
hidrocalcita buscando mejorar sus caracteristicas estructurales. El objetivo de
este estudio in vivo fue evaluar la biocompatibilidad y el potencial de
regeneracion 6sea guiada de una nueva membrana producida a base de
quitosano nanoestructurado modificado por HDL. Ratas Wistar macho adultas
(n=64) se dividieron aleatoriamente en 2 grupos segun el tratamiento: Colageno
(COL) y Chitosan (QTS). Los animales fueron sometidos a cirugia para instalar
una membrana en el tejido subcutaneo de la regién dorsal y realizar 2 defectos
criticos en la boveda craneal, respetando cada lado del animal. El defecto del
lado derecho quedo cubierto por una de las membranas probadas (COL o QTS)
mientras que la otra permanecié descubierta (Control). Se sacrificaron ocho
animales de cada grupo en 4 tiempos de seguimiento: 3, 7, 14 y 30 dias. Se
recogieron muestras del calvario y subcutdneas y se conservaron en
paraformaldehido al 4%. Las muestras de la tapa se escanearon en una
microtomografia para analizar la cantidad de hueso recién formado. Luego, la
tapa y las muestras subcutaneas fueron procesadas en el laboratorio para
examenes histologicos en parafina: para evaluacion histomorfologica de las
caracteristicas del proceso de cicatrizacion y degradacion de la membrana e
histomorfométrico para cuantificacion del proceso inflamatorio y el nivel de
reaccion tisular a través del puntaje global de reaccion tisular (EGRT). Se
realizaron analisis descriptivos e inferenciales para comparacion entre grupos

con un nivel de significancia del 5%. Los resultados no mostraron diferencias
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entre los grupos COL y QTS en cuanto a la intensidad del proceso inflamatorio y
EGRT. En relacion a los defectos en la calvaria, el grupo QTS presenté mayor
formacion de hueso nuevo en relacién al grupo control a los 30 dias (p=0,04).
Con base en los resultados, se concluye que las membranas nanoparticuladas
de quitosano modificadas por HDL mostraron biocompatibilidad compatible con

la membrana de colageno y efectividad para su uso como barrera en ROG.

Palabras clave: Regeneracidon 6sea, membranas, coladgeno, quitosano.
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1. INTRODUCAO

A disponibilidade de tecido ésseo, tanto em altura como espessura, é um
requisito fundamental para reabilitacdo dentaria implanto-suportada. Apos a
extracdo, o processo de cicatrizacdo do alvéolo dental ocorre em diferentes
estagios, desde os primeiros dias até muitos anos ap0s o procedimento.
Inicialmente, ocorre a formagédo de um coagulo sanguineo seguido pela invasao
de células inflamatorias e liberacdo de fatores de crescimento que estimulam a
proliferacdo de células envolvidas na reparacdo 6ssea (ARAUJO & LINDHE,
2005; LEE et al., 2018). Nos primeiros meses ocorre a formacéo de 0sso novo,
em que células-tronco mesenquimais e osteoblastos presentes no coagulo
sanguineo iniciam a producdo de uma matriz 6ssea inicial, rica em colageno tipo
I. Ao longo do tempo, os osteoblastos sintetizam e secretam mais componentes
da matriz 6ssea, que proporciona um ambiente propicio para a mineralizacao,
com a deposicéo de cristais de hidroxiapatita. (PIETROKOWSKI et al., 2020).

Em até 12 meses seguidos a extracao dentaria, até 50% do volume da
crista alveolar pode ser reabsorvida, sendo que dois ter¢os desta perda ocorrem
nos trés primeiros meses (NOVAES et al.,2011). A magnitude de reabsorcao
varia de acordo com a regido da arcada dentéria e espessura da parede alveolar
(JONASSON et al.; 2018). Ao longo dos varios anos seguintes, o 0sso alveolar
passa por remodelacdo, com reabsorcdo da porcao vestibular e aumento da
densidade 6ssea na area basal (ARAUJO & LINDHE., 2005). A atrofia do rebordo
0sseo decorrente da extracao dentaria também pode ser observada nos tecidos
moles, uma vez que a conformacdo da mucosa seguira a perda volumétrica do
0sso subjacente (MARTINS, 2021).

O processo de reabsorcdo 0ssea seguido a extragdo dentaria é resultado
da auséncia de estimulo funcional e carga mecéanica no osso alveolar, que leva
a diminuic&o do suprimento sanguineo e da atividade remodelatéria (ARAUJO &
LINDHE; PIETROKOWSKI et al., 2020). Numerosos estudos documentaram as
mudancas progressivas na altura e espessura do 0sso alveolar apos a extracédo
dentéria, destacando a necessidade de técnicas apropriadas de preservacao e
regeneracao 0ssea para manter a integridade do rebordo edéntulo (LEE et al.,
2018; CHIAPASCO et al., 2009; CHIAPASCO et al., 2019). Sem intervencao ou
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utilizac&o dessas técnicas, a reabsorcao do rebordo pode impedir a subsequente
instalacdo de implantes e comprometer os resultados estéticos e funcionais da
reabilitacdo (BUSER et al., 2021; SCHWARTZ & SALAMA, 2003).

As técnicas de Regeneracdo Ossea Guiada (ROG), desempenham um
papel crucial na promoc¢éo da preservacao e na recuperacdo das dimensdes do
rebordo edéntulo para a colocacdo bem-sucedida do implante osseointegravel
(URBAN et al.,, 2018; PIETROKOWSKI et al, 2020). Dentre as opg¢bes de
tratamento a ROG tem se destacado como uma abordagem eficaz, produzindo
aumentos 0sseos verticais e horizontais de até 4,4mm em altura e 4,6mm em
espessura, respectivamente, com taxas de sucesso entre 90 e 95% dos
implantes instalados em rebordo ésseos reconstruidos, segundo revisdes
sistematicas e meta analises recentes (HAMMERLE et al., 2019; MONJE et al.
2019.; CLEMENTINI et al, 2012).

Para que haja a ROG, a utilizagdo de membranas constitui uma etapa
fundamental durante a cirurgia, pois permite a criacdo de um ambiente propicio
para o crescimento de tecido 6sseo por meio do isolamento de células de tecido
epitelial e fibroso que possuem maior velocidade replicativa (SCHWARTZ;
SALAMA, 2003; URBAN et al.,, 2017). A técnica envolve a aplicacao da
membrana sobre o alvéolo ou defeito 6sseo, podendo estar associada ou ndo a
utilizacdo concomitante de enxertos 6sseos, proporcionando uma barreira fisica
gue estabelece uma camara de reparo contendo células e fatores de crescimento
0sseo, isolados de tecidos de mais rapida proliferacdo (BUSER et al., 2021; KIM
et al., 2020).

As membranas de ROG dividem-se em dois grandes grupos, as
reabsorviveis produzidas a partir de colageno homdogeno, xendégeno ou
polimeros biodegradaveis (Biogide®, Jason®, BioMend® e AlloDerm®) e as néo
reabsorviveis, produzidas especialmente a partir de materiais metalicos ou
poliméricos (Gore-tex®, Cytoplast®) (WANG et al., 2018). As membranas nao
reabsorviveis apresentam como principal caracteristica a estabilidade de sua
integridade ao longo do periodo de neoformacgéo 6ssea. Quando reforgadas com
laminas de titanio, propiciam conformacdo tridimensional, fornecendo um
arcabouco firme e modelavel para preenchimento com 0sso autdégeno ou
substituto 0sseo particulado (HAMMERLE et al., 2003). Por outro lado,
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apresentam como desvantagens uma maior suscetibilidade a infeccéo,
exposicao prematura e principalmente a necessidade de um novo procedimento
cirdrgico para sua remocao (VILLAR et al., 2010).

As membranas reabsorviveis ndo apresentam a necessidade de remoc¢éao
e sdo degradadas em periodos variaveis de acordo com a natureza do material.
Uma membrana reabsorvivel ideal deve apresentar boa resisténcia estrutural
gue permita minimizar as chances de colapso, tempo de degradacao previsivel
e condizente com o periodo de neoformacdo éssea, além de nao produzir
metabdlitos citotoxicos durante seu processo de degradacdo (SHEIKH et
al.,2016; WANG et al.,2018). Dentre as membranas reabsorviveis, a BioGide®
(Geistlich Pharma AG, Root, Suica) destaca-se no mercado por reunir
caracteristicas e propriedades importantes para o sucesso da ROG. Ela é
composta por colageno tipo | e Il de origem suina, possuindo duas faces: uma
rugosa, que deve estar voltava para o tecido 6sseo para permitir uma adeséao de
células 6sseas progenitoras, e uma lisa que deve estar voltada para o tecido
mole, tornando-se uma base para a adesdo de fibroblastos, favorecendo a
cicatrizacé@o do tecido mole além de exercer uma fungéo de barreira, isolando o
defeito 6sseo. (ALPAR et al., 2000; ROTHAMEL et al, 2005; SCHAWRZ et al.,
2008). Além disso, ela possui alta biocompatibilidade e se degrada ao longo de
4 semanas (ROTHAMEL, et al., 2005; SCHWARZ et al., 2008; LEE et al., 2014),
permitindo a regeneracgéo do tecido ésseo (CHIAPASCO et al., 2019; URBAN et
al., 2018). Estudos clinicos tém demonstrado a eficiacia da Biogide® na ROG
apresentando resultados positivos em termos de ganho 6sseo e estabilidade dos
implantes (ARAOZ et al., 2019; FELICE et al., 2018).

Ao longo dos anos, outros materiais vém sendo desenvolvidos buscando
aprimorar as qualidades das membranas reabsorviveis de colageno conferindo
melhores caracteristicas para o uso clinico como maior rigidez, elasticidade e
manuseabilidade, mantendo o tempo de degradacdo e biocompatibilidade para
0 sucesso da ROG (SHEIKH et al.,2016; GIANNITELLI et al.,2015).

Nesse contexto de desenvolvimento e aprimoramento de novas
membranas, a quitosana tem se destacado em pesquisas recentes que buscam
materiais com caracteristicas ideais (BHOWMICK et al., 2017). Trata-se de um
biopolimero natural de baixo custo, derivado da quitina, uma substancia

encontrada nas cascas de crustadceos como camardes, caranguejos e lagostas.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15877758/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18324961/
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A quitina é extraida a partir dessas fontes naturais e, em seguida, passa por um
processo de desacetilacdo para a obtencéo da quitosana (MUZZARELLI, 2011).
Este biopolimero apresenta resisténcia ao calor, biocompatibilidade,
bioadesividade, biodegradabilidade, n&o imunogenicidade, atoxicidade,
capacidade de formacdo de estruturas flexiveis e maleaveis além de
propriedades antimicrobianas (KUMAR-KRISHNAN et al.,2015; BHOWMICK et
al.,2017; RAJENDRAN et al., 2020; SUN et al., 2021). Essa ultima propriedade
€ particularmente relevante em cirurgias orais, onde a microbiota residente
representa um risco constante de contaminacdo e infeccdo de materiais
implantados ou tecidos enxertados (CHIAPASCO; ZANIBONI, 2009). A
quitosana demonstra ainda semelhanca estrutural com glicosaminoglicanos
(GAGS) da matriz extracelular 6ssea que interagem com as fibras de colageno,
disso permite-se inferir suas propriedades de adesdao celular e
osteocondutividade (FROHBERGH et al.,2012; PANGON et al.,2016;
LOGITHKUMAR et al.,2016; SHAHRIARPANAH et al.,2016; WANG et al.,2021).
Além disso, a quitosana tem sido amplamente explorada como matriz para
liberac@o controlada de farmacos, oferecendo beneficios como aumento da
biodisponibilidade e reducéo de efeitos colaterais dos medicamentos carreados
(GADKARI et al., 2020; EL KASSAS et al., 2021).

Apesar dos recentes avancos no uso meédico da quitosana, algumas
caracteristicas do material ainda limitam seu uso. O uso da quitosana como
biomaterial substituto 6sseo foi avaliado por SPIN-NETO et al (2008). Os autores
testaram um gel a base de quitosana de alto e baixo peso molecular para
preenchimento de defeitos 6sseos em calota craniana de ratos, avaliando seu
potencial osteocondutor e osteoindutor. Os resultados demonstraram que 0s
polimeros de ambos os pesos moleculares ndo foram capazes de promover
neoformacdo Ossea, comprovando sua inabilidade de promover inducdo ou
conducao do processo cicatricial do 0sso.

Embora a possibilidade de uso da quitosana enquanto substituto ésseo
tem sido refutada, a literatura apresenta estudos utilizando este polimero com
modificagdes estruturais e em associacao a outros materiais para uso em ROG.
Wang et al. (2018) observaram uma significativa formacéo 6ssea em defeitos
criticos tratados com membranas de quitosana com nanoestruturas alinhadas

por gradiente, promovendo uma maior neoformacdo e densidade Ossea.
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Resultados semelhantes foram relatados por HU et al. (2019), que investigaram
o uso de membranas de quitosana com estrutura modificada e associada ao
colageno, constatando uma notavel regeneracao 6ssea e aumento na expressao
de marcadores osteogénicos. Em outro estudo conduzido por YANG et al.
(2020), as membranas de quitosana foram combinadas com fatores de
crescimento para regeneracao 0ssea e demonstraram uma melhoria significativa
na osteogénese e na vascularizacao do tecido regenerado.

Em sua estrutura original, a quitosana € mecanicamente fragil e
rapidamente biodegradada, o que limitaria demasiadamente sua aplicabilidade
na ROG (CHEN et al.,2016). Diante disso, novos estudos tém sido realizados
buscando o aprimoramento do material (LOPES et al., 2014; SU et al., 2017,
BAJPAI et al., 2017). Se quando isolada, a quitosana parece produzir
membranas frageis, quando combinada com argilas nanométricas,
especialmente as de dupla camada como os hidroxidos duplos lamelares (HDL)
do tipo hidrocalcita, intercaladas pelo polimero, pode resultar em melhores
propriedades térmicas e mecanicas, tornando o material mais resistente, flexivel
e com maior tempo de degradacao (Figura 1) (HUANG et al. 2017; BHOWMICK
et al., 2017; De SOUZA et al., 2023).

=3 -+

Hidréoxidos Duplos Lamelares Polimero

==

Nanocompésito intercalado

Figura 1 — Estrutura da quitosana modificada por HDL

Um estudo recente publicado por DE SOUZA et al. (2023) demonstrou
gue as membranas de quitosana com hidrocalcita nanoparticulada apresentaram

o melhor desempenho em relacdo a membranas de quitosana pura em ensaios
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in vitro, principalmente a membrana formada com quitosana de baixo e médio
peso molecular, representando um potencial de nova terapia para ROG.

Com base nesses achados, infere-se que a investigacdo do potencial de
regeneracdo 0ssea de uma nova membrana nanoestruturada a base de
quitosana modificada por HDL dever& contribuir para o desenvolvimento de uma
nova linha de membranas de baixo custo, uma vez que as membranas de
colageno possuem um custo mais elevado e sdo obtidas a partir de tecido
xenogeno, de origem bovina, suina ou equina. Assim, mais estudos que
investiguem a sua capacidade de direcionar efetivamente o crescimento do

tecido 6sseo sdo relevantes e perfeitamente justificaveis. (WANG et al., 2021).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vivo a biocompatibilidade e

desempenho na ROG de uma membrana nanoestruturada a base de quitosana,

modificada por HDL, comparada a membrana de colageno.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o desempenho das membranas de quitosana na neoformacao
O0ssea em defeitos criticos de calotas cranianas de ratos ao longo do
tempo por meio dos seguintes parametros: volume 0sseo, volume 6sseo
sobre volume total, nUmero de trabéculas, espessura das trabéculas e
espaco intertrabecular.

Avaliar a reacdo tecidual produzida pelas membranas quando instaladas
no tecido subcutaneo dos animais.

Avaliar dinamica cicatricial e degradacdo das membranas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Neste estudo experimental, em modelo animal, foram utilizados 64 ratos
Wistar (Rattus norvegicus albinus) da mesma linhagem, machos, adultos de
aproximadamente 8 semanas, saudaveis e com aproximadamente 300g.
Animais que ndo tivessem essas caracteristicas nao foram utilizados. Os animais
foram mantidos no biotério da Faculdade de Farmacia, no Centro de Ciéncias da
Saude (CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), seguindo as
normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal -
CONCEA), sob o parecer A6/20-008-17 da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-CCS-UFRJ) (Anexo A).

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em 2 grupos com 32 animais
cada: Grupo COL (membrana de colageno) e Grupo QTS (membrana de
quitosana) por meio de randomizacao simples por lancamento de moeda. Todos
os animais foram submetidos a cirurgia para implantacdo subcutanea das
membranas e emprego delas como barreira sobre defeitos criticos produzidos

em calota craniana.

3.2 — Tamanho da amostra

Baseado no estudo de SONG et al.,, 2014, o tamanho da amostra foi
determinado considerando 8 a diferenca entre as médias do volume ésseo total
formado entre calotas com defeitos cobertos com membrana de colageno e de
quitosana (2,5 + 1,6). Em acréscimo, um erro de 0,05 e poder de 80% e um e um
teste bilateral foram parametros considerados. Assim, 7 animais Ss&o
necessarios, totalizando 14 ratos. Assumindo uma perda de 10%, mais 1 animal
foi adicionado por grupo de modo que 8 ratos foram necessarios para compor a
amostra por grupo em cada tempo de avaliacéo, totalizando 64 ratos.

O calculo foi realizado no software BioEstat 5.3 (IDSM, Belém, Para,
Brasil), assumindo um nivel de significancia de 0.05 e o poder do teste de 0.8.

Este trabalho seguiu os parametros metodoldgicos definidos pelo guia de
estudos em modelo animal ARRIVE 2.0 (PERCIE DU SERT et al., 2020).
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3.3 — Procedimento cirurgico

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados pelo mesmo
operador, previamente treinado, utilizando as mesmas técnicas em ambos o0s
grupos. Cada rato foi anestesiado com uma combinacao de cloridrato de xilazina
(DopaserR - Bayer S. A — Saude Animal, Brasil) na dosagem de 10mg/Kg de
peso corporal, para promover o relaxamento muscular; e na sequéncia, cloridrato
de quetamina (Quetamin® - Virbac do Brasil Ltda, Brasil) na propor¢céo de

75mg/Kg de massa corporal para anestesia, por via intraperitoneal.

Apébs a anestesia, 0s animais foram tricotomizados na regiao da cabeca e
do dorso, posicionados em decubito ventral e imobilizados em placa de
aguecimento. Foi realizada antissepsia com clorexidina 2%, seguida de enxague
com soro fisiolégico estéril e secagem com gaze estéril. Posteriormente, foram
posicionados campos cirargicos fenestrados para isolamento das regifes

operatorias.

Para implantacdo subcutanea da membrana, uma inciséo foi realizada na
regido dorsal direita de cada animal seguida por divulsédo tecidual subcutanea,
com tesoura de metzenbaum, criando uma loja cirdrgica onde uma membrana
de 6x6mm de colageno ou quitosana foi inserida na intimidade dos tecidos
(Figuras 2a e 2b).

Para acesso a calota craniana, uma incisdo cutanea sagital foi realizada
até o peridsteo, desde o limite correspondente ao contorno posterior da cavidade
orbitaria até o limite anterior das bases das orelhas, permitindo acesso cirurgico
a regido dos ossos parietais, com extensado de aproximadamente 3 cm (Figura
2C). Em seguida, o retalho dermoperiosteal foi descolado para exposi¢cdo de
ambos 0s 0ss0s parietais direito e esquerdo. Dois defeitos ésseos circulares, de
5mm de diametro, foram produzidos por uma broca tipo trefina de 5mm de
diametro acoplada em contra-angulo redutor 20:1 (WS-75 W&H, W&H
Dentawerk, Burmoos, Austria), em motor de baixa rotacdo (Implantmed, W&H
Dentawerk, Burmoos, Austria), a 1100RPM, com irrigacdo profusa de solugéo
estéril de cloreto de sodio a 0,9%. Os fragmentos 0sseos centrais produzidos

pela trefina foram removidas com auxilio de um tunelizador tecidual (Quinelato
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IndUstria e Comércio Ltda, Rio Caro, Sdo Paulo, Brasil). De acordo com sorteio
realizado, os defeitos 6sseos do lado direito foram recobertos pela membrana de
6x6mm de colageno ou quitosana, de acordo com cada grupo. Ja o defeito do
lado esquerdo permaneceu sem cobertura (Grupo Controle). Periésteo e pele
foram suturados, estabilizando as membranas em posi¢ao, com fio de nylon 5-0
(Ethicon, Johnson & Johnson Medical Limited, S&o José dos Campos, Sao

Paulo, Brasil). A figura 2 apresenta a sequéncia cirurgica.

Figura 2 — Sequéncia cirargica. A- Tricotomia; B- Inciséo subcuténea do dorso; C- Incisdo
dermoperiosteal; D- Modelo esquemdtico das osteotomias; E — Osteotomias realizadas na
calota; F- Membrana de quitosana instalada sobre o defeito.

Apbs a sutura, os animais foram medicados com dipirona (0,2 mg/Kg), e
pentabiotico veterinério refor¢cado (0,1 mg/Kg), ambos por via intramuscular, em
dose Unica. Ap6s o procedimento cirdrgico, cada animal permaneceu em
observacdo em ambiente controlado, envolto em cobertor térmico e apds a
recuperagcdo anestésica, receberam racdo comercial padronizada e agua ad
libitum. Oito animais de cada grupo (COL e QTS) tiveram a morte induzida de
acordo com os periodos de estudo: 3, 7, 14 e 30 dias por meio de sobredose de

anestésico volatil isoflurano, em camara saturada por vapor anestésico.

Para a coleta das amostras, os animais foram novamente tricotomizados
na calota e no dorso. Um fragmento de pele de 10x10mm foi removido da regiédo
do dorso englobando a area de implantacdo da membrana. Esses fragmentos
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foram colocados imediatamente em tubos falcon contendo solugédo de
paraformaldeido a 4% tamponado em pH 7,4, durante 48 horas. As calotas foram
coletadas por meio de tesoura de ponta romba, isolando a porcdo superior da
calota em uma peca, envolvendo pele, subcutaneo, periosteo e 0S 0SS0S
parietais, incluindo os defeitos 6sseos. Cérebro e meninges foram removidos dos
espécimes. As amostras foram também fixadas em solucéo de paraformaldeido

a 4% tamponado em pH 7,4 durante 48 horas para processamento histoldgico.

3.4 — Avalicdo microtomogréafica da neoformacéao 6ssea.

As amostras de calota foram encaminhadas para o Laboratério de
Instrumentacdo Nuclear (LIN) da UFRJ. Para o processo de aquisicdo das
imagens foi utilizado o Microtomégrafo Skyscan Bruker 1273 (Bruker, Kontich,
Bélgica) (Figura 3), utilizando uma energia de 40 kV, uma corrente de 200 pA,
um tempo de exposicdo em cada projecado de 327 ms, 5 frames e um tamanho

de voxel de 12 um.

SKYSCAN 1273

Figura 3 - Apresentacdo do Microtomdgrafo Skyscan Bruker 1273.

As pecas foram escaneadas em 360° e em passo angular de 0,5 grau,
gerando o total de 720 projecbes. A reconstrucédo foi feita com o software
NRecon (Microphotonics Inc., Allentown, Pensilvania, EUA) onde foram
aplicadas correcdes de alinhamento, corre¢éo de endurecimento de feixe e um

filtro de realce de borda. Para visualizacdo das imagens reconstruidas utilizou-
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se os softwares CTVox (Bruker, Kontich, Bélgica) e Avizo 2020.1 (Thermo Fisher
Scientific, Berlim, Alemanha). Antes de realizar as analises, a reconstrucdo de
cada amostra foi alinhada com o software Data Viewer (Extron, Anaheim,
Califérnia, EUA), a fim de facilitar a identificacdo e delimitacdo da regido de
interesse a ser analisada. Utilizando o software CTanalyser (KvTester, Wuham,
China), em cada calota, foi verificado o corte coronal para tracar as regides de
interesse a serem analisadas. O volume tridimensional com o destaque nas
regides pode ser visto na figura 5. As seguintes caracteristicas foram analisadas:
Volume ésseo (porcentagem de formacgéo 6ssea em relacéo ao defeito original),
volume 6sseo sobre volume total (porcentagem), nimero de trabéculas por pm?2,

espessura das trabéculas e espaco intertrabecular.

Regides de Interesse
analisadas

Figura 4 - Destaque das regides de interesse analisadas em cada amostra.

3.5 - Processamento histolégico

Apbs o0 escaneamento microtomografico, as amostras de calota, bem
como o tecido subcutaneo, foram encaminhadas para processamento histolégico
para obtencao de cortes em parafina. As calotas foram descalcificadas em EDTA
(0,5M pH 8.0), durante 8 semanas, com trés trocas semanais, em temperatura
ambiente. Em seguida, o material foi neutralizado em agua corrente durante 24
horas, desidratado numa sequéncia de alcoois em concentragdes crescentes

(70%, 80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol e finalmente embebidos em
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parafina. O material de cada animal foi cortado em micrétomo com cortes
semiseriados de 4um de espessura, no plano coronal. Cortes histolégicos foram
obtidos da por¢cdo mais central do defeito. As laminas da calota e subcutaneo

foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E).

3.6 — Avaliacdo histomorfolégica da dindmica cicatricial e degradacao das

membranas

Todas as andlises foram realizadas na UniMicro — Unidade de
Microscopia Multiusuario Padron-Lins, CCS, UFRJ, por um Unico examinador

sénior, com experiéncia nas analises propostas.

As laminas de subcutaneo, coradas com HE, foram analisadas sob
microscopia Otica no Microscépio Axio Imager D2 (Zeiss, Jena, Alemanha),
equipado com a camera AxioCam MRc 5 (Zeiss, Jena, Alemanha) com lentes
objetivas de diferentes aumentos (5, 10, 20 e 40x) para avaliacdo
histomorfoldgica da implantagdo subcutdnea das membranas. Foram analisados
a integridade da membrana, o padrdo da reacdo inflamatéria tecidual,
caracteristicas celulares do processo inflamatério e a dinamica cicatricial ao
redor das membranas ao longo dos periodos de andlise. Nos espécimes de
calota craniana, avaliou-se a dinamica de cicatrizacédo no interior dos defeitos
recobertos ou ndo pelas membranas. Caracteristicas histologicas do infiltrado
inflamatorio, tecido de granulacdo e osso neoformado foram analisados em

microscopia de luz em todos os periodos de analise.

3.7 — Analise histométrica do processo inflamatoério e reacao tecidual das

membranas implantadas no subcutaneo

A guantificagdo da intensidade do processo inflamatorio e escore geral de
reacado tecidual foram conduzidas por um Unico examinador previamente

treinado e calibrado para as analises. A calibracdo se deu por meio da analise
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de 3 espécimes, realizadas em 2 momentos distintos, com 7 dias de intervalo
(ICC =0,95). A intensidade do processo inflamatério foi classificada em relacéo
ao periodo do estudo (3, 7, 14 ou 30 dias), usando um sistema de pontuacéo de
4 pontos: 0 = ausente, 1 = leve ou discreto, 2 = moderado e 3 = intenso ou grave
para determinar o grau de resposta celular inflamatéria (Tabela 2). (drstavik et
al.,1988; Batista et al., 2007; Bavariya et al., 2013).

Tabela 1 — Critérios para classificacao da intensidade do processo inflamatério

Descricdo

Escore

0 Ausente Pequena espessura da zona de reagao
inflamatoria, nenhuma ou poucas células
inflamatorias.

1 Leve ou discreto Aumento da zona de reagéo inflamatdria,
presenca de macrofagos e/ou plasmécitos.

2 Moderado Aumento da zona de reagéo inflamatdria,
presenca de macrofagos e plasmacitos e
poucos granulécitos e/ou linfocitos neutrofilos.

3 Intenso ou grave Areas focais de necrose; tecido densamente

infiltrado por células inflamatdrias.

A resposta do tecido in vivo as diferentes membranas foi avaliada de
acordo com a norma ISO de sistema de avaliacao histoldgica de reacéao Tecidual
para materiais implantados - DIN EN ISO 10993-6 (LINDER et al., 2022). Em
cada lamina (referente a um uUnico animal), trés regides de interesse foram
pontuadas quanto aos diferentes tipos celulares e respostas teciduais
estabelecidos nos nove parametros de analise e escores detalhados na tabela
2. O valor mediano das trés regides de interesse, em cada parametro de analise,
foi usado como réplica bioldgica representativa cada animal. o Escore Global de
Reacao Tecidual (EGRT) foi calculado de acordo com a soma dos escores de
cada item avaliado, estabelecido como Reacédo Minima: Somatoria de zero a 2,9,

Reacao Leve: Somatoria de 3 a 8,9, Reacdo Moderada: Somatoria de 9 a 15 e
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Reacdo Severa: Somatdria maior que 15,1. (Tabela 3) (LINDER et al., 2022). A

tabela 4 apresenta o resumo das analises e periodos de analise realizados em

cada espécime.

Tabela 2 — Sistema de Avaliacao Histologica para Irritagdo/Reatividade - Tipo

de Célula/Resposta

Escore
Resposta 0 1 2 3 4
Polimorfonucleares 0 1-5 = Raro 6-10 Moderadamente infiltrado Muito infiltrado
Linfécitos 0 1-5 = Raro 6-10 Moderadamente infiltrado Muito infiltrado
Plasmocitos 0 1-5 = Raro 6-10 Moderadamente infiltrado Muito infiltrado
Macro6fagos 0 1-5=Raro 6-10 Moderadamente infiltrado Muito infiltrado
Células gigantes 0 1-5=Raro 6-10 Moderadamente infiltrado Muito infiltrado
Necrose 0  Minima Leve Moderada Acentuada
Neovascularizagdo 0 1- 3 = Minima Grupos de 4-7 Banda de capilares com Extensiva banda
proliferacéo capilares estruturas de suporte de capilares com
capilar estruturas de
suporte
Fibrose 0 Fina camada Camada Camada grossa Camada espessa
moderada
Infiltrado gorduroso 0 Minima Algumas Acumulo de infiltrado Extensiva camada
quantidade de camadas de gorduroso com fibrose de infiltrado
infiltrado infiltrado gorduroso com
gorduroso com gorduroso com fibrose
fibrose fibrose

Escore de reacdo = (Polimorfonucleares + Linfécitos + Plasmdcitos + Macr6fagos + Células gigantes + Necrose) X 2 +
(Neovascularizagé@o + Fibrose + Infiltrado gorduroso)

Tabela 3 — Analises realizadas de acordo com o material, grupo e tempo de

estudo
uCT Histomorfolégica Intensidade do Escore geral de reacéo
processo inflamatério tecidual (EGRT)
Material Calota Calota e Subcutaneo Subcutaneo Subcuténeo
Grupo Controle; COL e Controle (Calota); COL e COL e QTS COL e QTS
QTS QTS
Tempo 14 e 30 dias 3, 7,14 e 30 dias 3, 7,14 e 30 dias 3, 7,14 e 30 dias
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3.8 — Anélises Estatisticas

Os dados quantitativos obtidos nas analises microtomograficas, na
mensuracdo da intensidade do processo inflamatério e no EGRT foram
analisados por estatistica descritiva e inferencial. Para avaliacdo da
normalidade, as amostras foram submetidas ao teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para comparacgao entre os grupos, os valores da avaliacdo microtomografica e
do EGRT foram comparados pelo teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey.
Os dados de intensidade do processo inflamatorio foram comparados pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Os calculos formam
realizados por meio do programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Inc., San

Diego, CA, USA) com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

De forma geral, os animais apresentaram boa recuperacdo apos as
cirurgias. As feridas cirtrgicas cutaneas apresentaram-se cicatrizada ja aos 14
dias e no momento da coleta das amostras a membrana de quitosana podia ser
observada macroscopicamente em todos 0s espécimes, tanto no subcutaneo
como na calota. Aos 14 e 30 dias, nenhum dos espécimes, tanto no Grupo COL
como no QTS, apresentavam sinais macroscopicos de inflamacéo, infeccdo ou
exteriorizac@o dos tecidos. A membrana de colageno, por sua vez, era visivel
nos periodos de 3, 7 e 14 dias. Aos 30 dias, ela apresentava dimensdes
reduzidas e completamente integrada ao tecido sobrejacente a calota, sendo
distinguida como um espessamento tecidual sobre o defeito 6sseo. Esse padréo
macroscopico era igualmente observado nos espécimes de subcutaneo. A
membrana de quitosana, apesar da completa integracéo tecidual, apresentava
dimensdes muito proximas da original e era facilmente identificavel em todos os

espécimes tanto de subcutdneo como de calota.

4.1 - Avalicdo microtomogréfica da neoformacéo 6ssea.

A analise microtomogréfica aos 14 dias demonstrou uma maior tendéncia
de neoformacao éssea nos defeitos recobertos pelas membranas, embora ndo
tenha sido detectada diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Aos 30 dias
0 grupo QTS demonstrou maior volume de 0sso neoformado em comparacao ao

grupo controle (p=0,04).
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Grupo COL Grupo QTS

Figura 5 — Reconstituicdo tridimensional das calotas obtidas através da microtomografia
computadorizada. A e B - Defeitos de calvaria de rato de 5 mm apos 14 dias. C e D — Defeitos
ap6s 30 dias da implantacdo da membrana. Defeitos cobertos com membranas sao
representados do lado direito da calota, enquanto o controle negativo (sem membrana) é
mostrado do lado esquerdo da calota. A cicatrizacdo comeca a partir das bordas do defeito.

Os parametros referentes a espessura trabecular, espaco intertrabecular,
namero de trabéculas e VO/TO ndo demonstraram diferenca estatistica entre os
grupos teste e controle em nenhum dos periodos de analise (p>0,05). A figura 6
ilustra a representacdo grafica dos valores médios obtidos na analise

microtomografica.
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Figura 6 - Representacgdo grafica das médias e desvio padrdo dos parametros de quantificacéo
do osso neoformado pela analise microtomografica. * diferenca estatisticamente significante
entre o grupo Controle (C) e QTS aos 30 dias (p=0,04).

4.2 — Avaliacao histomorfolégica da dindmica cicatricial e degradacéo das

membranas

4.2.1 Subcutaneo

Aos 3 dias, as membranas de ambos 0s grupos eram claramente visiveis
a microscopia de luz e delimitada dos tecidos adjacentes. As membranas do
grupo COL apresentavam coloracdo basofilica. Seus feixes eram distinguiveis
como fibras sobrepostas e intermeadas por micro espacamentos. Ja as
membranas de quitosana apresentavam um aspecto mais denso, no entanto,
sua integridade estrutural ndo era uniforme e em todos os espécimes, estrias de

fragmentacao eram observadas no sentido transversal da membrana (Figura 7).
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Figura 7 — Imagens de 3 dias. A) Aspecto basofilico da membrana de colageno (*) B)

Membrana de quitosana apresentando as estrias de fragmentacéo (setas verdes). Coloragéo
de H&E.

Ambos os materiais determinaram um processo inflamat6rio moderado,
composto basicamente por leucdcitos polimorfonucleares, linfécitos e
macrofagos, concentrados ao longo da interface com as membranas. No grupo
COL, células inflamatérias eram observadas permeando a zona mais periférica
da membrana e em alguns espécimes, uma fina camada de fibras colagenas
recém-sintetizadas e depositada em contato direto com a membrana, sinalizando
um incipiente processo de incorporacdo do material. Este mesmo padrdo de
deposicdo direta de colageno era também observado nas membranas de
quitosana, porém com uma delimitacdo mais clara entre os limites da membrana
e do tecido cicatricial neoformado (Figura 8). Alguns Macréfagos e células
gigantes multinucleadas podiam ser observados em ambos 0S grupos na

superficie das membranas (Figura 9).

Figura 8 - Imagens de 3 dias. A e B — Ambos 0s materiais determinaram um processo
inflamatdrio moderado. A) Células inflamatdrias (setas vermelhas) na periferia da membrana de
colageno e fina camada de fibras colagenas (setas amarelas) em contato direto com a
membrana. B) Células inflamatdrias (setas vermelhas) na periferia e de fibras colagenas (setas
amarelas) na periferia da membrana de quitosana. (Coloracao de H&E).
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Figura 9 — Imagens de 3 dias. A e B — Macréfagos (setas vermelhas) e células gigantes

multinucleadas (setas verdes) podiam ser observados em ambos 0s grupos na superficie das
membranas. (H&E).

Aos 7 dias observou-se uma discreta diminuicdo na intensidade do
infiltrado inflamatério. No grupo COL, um tecido de granulagdo ricamente
celularizado e composto por capilares sanguineos, fibras colagenas esparsas e
desorganizadas era observado ao redor da membrana. Este tecido estava
intimamente associado ao colageno implantado, indicando uma completa

incorporacdo da membrana (Figura 10).

Flgura 10 - Imagens de 7 dlas A) Observar tecido de granulagao em intimo contato com a
membrana de colageno. B) Tecido as margens da membrana de quitosana (H&E).

Macrofagos e células gigantes povoavam a porcdo periférica da
membrana, seguidos por fibroblastos com caracteristicas de intensa atividade
secretoria produzindo matriz colagena. Células inflamatérias eram observadas
nos espacos reticulares das membranas de colageno, demonstrando uma

permeabilidade celular em sua por¢ao mais periférica. A membrana de quitosana
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também se apresentava circundada por um tecido de granulacdo com aspecto
semelhante ao das membranas de colageno. A fragmentacdo da membrana era
mais evidente comparada aos espécimes de 3 dias, no entanto, o tecido
neoformado era claramente limitado as margens do material, sem nenhuma
infiltrac@o de célula ou tecido nas estrias de fragmentacao da membrana (Figura
11).

Figura 11 - Imagens de 7 dias. A) Macréfagos (setas vermelhas) e células gigantes (setas
verdes) na periferia da membrana com células inflamatdrias (setas amarelas) nos espacos
reticulares das membranas de colageno. B) Nao se observam células entremeadas a
membrana, mesmo em estrias de fragmentacéo. (H&E).

Aos 14 dias, ambas as membranas estavam incorporadas no tecido
subcutaneo por um tecido conjuntivo frouxo, ricamente celularizado e com novos
vasos sanguineos. No grupo COL, os limites das membranas ja ndo eram mais
claramente evidentes. Macréfagos e uma grande quantidade de células gigantes
multinucleadas eram vistos na porcao periférica da membrana que ja presentava
regides claramente reabsorvidas. Na zona periférica de reabsor¢gédo, a membrana
ja era entremeada por colageno neoformado. No grupo QTS, as membras
apresentavam-se envoltas pelo tecido conjuntivo cicatricial. Em todos os
espécimes era evidente a fragmentacdo da estrutura da quitosana, contudo, a
infiltrac@o tecidual era vista em poucas areas onde a fragmentacdo era mais
pronunciada. Macrofagos distribuiam-se abundantemente ao redor da
membrana e células gigantes, em menor numero comparado ao grupo colageno,

distribuia-se no tecido de granulagéo (Figura 12).
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Figura 12 - — Imagens de 14 dias. A) Membrana de colageno com mostrando area de
reabsorcéo (linha pontilhada). C) Aumento da matriz coladgena no interior da membrana de
colageno em reabsorcéo e presenca de células gigantes multinucleadas (seta verde). B) Areas
pontuais de reabsor¢cdo na margem da membrana de quitosana (linhas pontilhadas). D)
Presenca de macréfagos em contato com a membrana (setas vermelhas) ( H&E).

Aos 30 dias as membranas do grupo COL estavam completamente
incorporadas ao tecido subcutaneo. As membranas ja ndo apresentavam limites
nitidos com o tecido conjuntivo neoformado e o colageno original das
membranas ja era totalmente entremeado pelo colageno do tecido cicatricial.
Nucleos celulares ja eram vistos no interior do remanescente da membrana,
indicando a completa permeabilidade ao tecido cicatricial. O tecido era composto
basicamente por fibras coldgenas em abundancia, com grande numero de
fibroblastos, vasos sanguineos e um discreto infiltrado inflamatorio. A atividade
reabsortiva ainda era bastante evidente pela presenc¢a de macréfagos proximos
ao remanescente da membrana. Células gigantes ainda eram observadas, mas
em menor nimero quando comparado ao periodo de 14 dias. As membranas
de quitosana, por outro lado, mantinha o tecido cicatricial claramente delimitado
em suas margens, formando uma capsula de tecido conjuntivo fibroso com alta

densidade de colageno, grande celularidade e um infiltrado inflamatério leve. As
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membranas eram facilmente visualizadas e menos reabsorvidas que no grupo
COL. Areas pontuais de reabsorcdo eram evidentes ao longo da superficie da
membrana e uma populacdo de macréfagos concentrava-se em contato com a
membrana em toda sua superficie, em um lento processo reabsortivo. Em alguns
espécimes as membranas estavam altamente fragmentadas sem, contudo,

permitir o crescimento tecidual em seu interior (Figura 13).

100 pm

Figura 13 — Imagens de 30 dias. A) Membrana de colageno sem limites definidos praticamente
incorporada. C) Fibras colagenas em abundéncia, presenc¢a de macréfagos (setas vermelhas)
e células gigantes (setas verdes) proximos ao remanescente da membrana de colageno. B)
Tecido cicatricial bem delimitado com areas pontuais de reabsor¢éo ao longo da superficie da
membrana de quitosana. D) Auséncia de células no interior da membrana de quitosana mesmo
em areas de reabsorcéo. (Coloracao de H&E, magnificagcdo de 100 (A e C) e 400 (B e D), barra
de escala de 100pm).

4.2.2 - Calota

Aos 3 dias, tanto nos grupos controle, COL e QTS, remanescente do
coagulo sanguineo entremeado por um tecido de granulagdo ricamente
celularizado foi observado em todos os espécimes. O tecido era composto por
um infiltrado inflamatério moderado, rico em polimorfonucleares, linfocitos e

macrofagos, que se agrupavam na superficie das membranas e junto ao coagulo
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sanguineo. Fibroblastos também eram abundantes, entremeados por uma matriz
conjuntiva com fibras colagenas finas e esparsas. O tecido cicatricial
concentrava-se, em maior espessura, na por¢ao periférica do defeito, juntos as
margens 0sseas. No centro do defeito o tecido era fino e menos celularizado que

na periferia.

Aos 7 dias o tecido de granulacdo apresentava-se mais desenvolvido,
com maior densidade de fibras coldgenas e remanescentes do codgulo s6 eram
vistos na por¢ao mais central do defeito. Nos espécimes no grupo colageno, a
membrana encontrava-se colapsada sobre essa porcdo central, limitando a
espessura do tecido cicatricial. Nucleos de ossificacdo eram vistos
principalmente junto as margens do defeito, onde uma martriz ostedide recém-
sintetizada destacava-se em meio ao tecido conjuntivo frouxo. O infiltrado
inflamatorio persistia, no entanto, uma menor quantidade de macréfagos era
observada no tecido cicatricial e concentravam-se especialmente em contato
com a membrana. Aos 14 dias um tecido 6sseo com trabéculas finas e
rudimentares ocupavam a porcdo mais periférica do defeito. Numerosos
osteoblastos, com caracteristica de intensa atividade sintética, eram vistos ao
redor de trabéculas finas e com amplos espacos medulares contendo vasos
sanguineos e tecido conjuntivo fibroso com poucas células inflamatérias.
Osteoclastos também eram vistos junto a margem Ossea e ao redor das
trabéculas, indicando atividade reabsortiva. Aos 30 dias, em nenhum dos grupos,
o defeito apresentava-se totalmente preenchidos por osso neoformado. A
neoformacdo concentrava-se na porcdo mais periférica, junto as margens
0sseas e era vista especialmente nos grupos colageno e quitosana. A porcéo
central era composta por um tecido conjuntivo frouxo e fino. O osso neoformado
era imaturo, com grande quantidade de lacunas osteociticas sem organizagéo
definida. Grande parte dos espécimes do grupo controle tinha a neoformacéo
0ssea restrita a pequenos focos de mineralizagdo proximo a margem o0ssea. A
figura 15 apresenta imagens histolégicas dos grupos em diferentes periodos de

andalise.



Figura 14 - Processo cicatricial dos defeitos 6sseos em calota craniana. (A-D) aos 3 dias. A)
Grupo Controle (200x), B: Grupo Colageno (100x), C: Grupo Colageno (400x), D: Grupo
Quitosana (200x). Remanescentes do coagulo (asteriscos vermelhos) sanguineo em processo
de reabsorcdo, substituido por um tecido de granulagdo ricamente celularizado. Células
inflamatdrias em todos os grupos com presenca de macrofagos (setas amarelas) distribuidos no
interior do tecido, nas margens do defeito e junto as membranas (M). Numerosos Fibroblastos
(setas verdes) eram vistos em meio a matriz conjuntiva incipiente. (E-G) aos 7 dias - E) Grupo
Controle, F) Grupo Colageno, G) Grupo Quitosana: Tecido conjuntivo frouxo, com fibras
colagenas imaturas. No tecido cicatricial novos vasos sanguineos (setas azuis) e pontos de
secrecao de matriz ostedide eram (asterisco azul). No grupo colageno (Figura F), a membrana
(M) apresentava-se colapsada na porcao mais central do defeito, diminuido a espessura do
tecido cicatricial. H) Grupo controle 14 dias (200x) — tecido 6sseo neoformado constituido por
trabéculas finas com amplos espacos intertrabeculares e margeadas por osteoblastos (setas
pretas).(I-J I) Grupo Quitosana 30 dias (100x). Membrana de quitosana (Q) sobreposta ao 0sso
neoformado junto a margem do defeito 6sseo. Trabécula éssea (T) entremeada por tecido
conjuntivo fibroso. J) Grupo Controle 30 dias (100x) pequenos focos de mineralizacéo (asteriscos
verdes) junto a margem do defeito, entremeados por tecido conjuntivo.

4.3 — Avalicdo histométrica do processo inflamatério e reacao tecidual das

membranas implantadas no subcutaneo

A analise da intensidade do processo inflamatério demonstrou que ambos
0s grupos produziram uma reacdo de intensidade moderada a intensa nos
periodos de 3 a 7 dias. No grupo QTS, no entanto, a maioria dos espécimes
mantiveram-se na categoria moderada em ambos os periodos de andlise,
enquanto no grupo COL, o processo inflamatério intensificou-se do terceiro para
o sétimo dia. Nos periodos de 14 e 30 dias, a inflamacéo foi reduzida em ambos
0S grupos, contudo, aos 30 dias, 2 espécimes do grupo colageno mantiveram
um infiltrado inflamatoério intenso (Figura 15). A andlise estatistica né&o

demonstrou diferenca entre os grupos.



Intenso 3

Moderado 2

Discreto 4

Grupo Colageno Grupo Quitosana
[ X X X ] 000000 [ ] (1] Intenso 3 [ ] 000 [ ]
o00® " 000000 00000 Moderado 2+ 00000 00000 000000 00000
° Discreto 4+ [ ] [ L 1]
0 Ausente (0

Ausente ()

3 d'ias

7 d‘ias

14dias 30 dias 3 dias 7 dias 14dias 30 dias

42

Figura 15 - Distribuicdo das amostras de acordo com a analise da intensidade do processo

inflamatorio.

A intensidade do processo inflamatério do tecido subcutaneo, tanto

membranas de coladgeno como quitosana, demonstrou inflamacdo moderada

durante todo o periodo de analise. Os valores médios do EGRT do grupo QTS

foram menores que do grupo COL em todos os periodos de andlise,

principalmente aos 3 e 7 dias, contudo, a comparagdo estatistica néo

demonstrou diferenca entre os grupos (Figura 16).

Severa
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Discreta

Escore Global de Reacao Tecidual

Figura 16 - Média e desvio padrao dos escores de reacao tecidual de ambos os grupos ao

longo dos periodos de andlise.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo foi desenhado para avaliar a biocompatibilidade in vivo
das membranas de quitosana modificadas por HDL e comparar seu
comportamento histolégico quando implantadas em tecido subcutéaneo e na
ROG de defeitos na calota craniana, com a membrana reabsorvivel de colageno
disponivel comercialmente mais estudada da literatura (SCHWARS et al., 2008;
TAL et al., 2008).

Na andlise dos resultados histomorfoldgicos, foi possivel observar que as
membranas de colageno exibiram uma integracao tecidual muito satisfatéria,
com deposi¢cdo de tecido cicatricial intimamente relacionado com sua rede
reticular, onde as fibras de colageno neoformado entremeavam o colageno da
membrana. Estes resultados, ja bem evidentes aos 14 dias, sdo corroborados
por estudos prévios que avaliaram a capacidade de integracdo tecidual de
membranas de colageno xendgeno (ROTHAMEL et al., 2005; WANG et al.,
2018; NETO et al., 2020). Ja as membranas de quitosana apresentavam, seus
limites bem definidos durante todo o periodo de analise, sendo claramente
distinguida do tecido conjuntivo circundante com fibroblastos que foram
observados em fileiras ao redor da membrana principalmente em periodos mais
tardios. Esses resultados também s&o condizentes com estudos prévios que
avaliaram o comportamento tecidual da quitosana se apresentando de forma
semelhante ndo integrada ao tecido. (SHIN et al., 2005; BRITO et al., 2009;
SIMOES et al., 2011).

Considerando a habilidade de isolamento celular, uma propriedade
fundamental da membrana para que haja ROG, a membrana de colageno, a
despeito de sua inquestionavel habilidade de integracéo tecidual, demonstrou
permeabilidade celular e tecidual ja nas fases precoces do processo cicatricial.
Aos 3 dias, células inflamatdrias ja eram observadas nas por¢cdes mais
periféricas da membrana, e aos 14 dias, fibras colagenas neoformadas ja
entremeavam 0s espacos reticulares da membrana. Com o passar do tempo,
novas fibras colagenas foram sintetizadas até que os limites da membrana nao

fossem mais claramente identificaveis. Em contrapartida, os resultados



44

histolégicos demonstram a lenta degradacdo da membrana de quitosana.
Embora sua estrutura apresentasse fragmentacdo progressiva desde os trés
dias poOs-operatorios, nem células nem tecido conjuntivo era observado no
interior da membrana, o que ratifica sua habilidade em isolar os componentes
teciduais. Esses achados estdo de acordo com estudos prévios (SONG et al.,
2014; VULCANI et al., 2015)

7

A dindmica cicatricial da membrana de colageno é resultado de seu
processo de degradacgéo por fagocitose (BEHFARNIA et al., 2012). A presenca
de macrofagos e células gigantes multinucleadas no grupo COL d&o evidéncia a
maior velocidade de reabsorcéo deste material quando implantado tanto no leito
subcutaneo como no leito 6sseo (GIELKENS et al., 2008). BEHFARNIA et al.,
(2012) consideram a hip6tese de a degradacdo acelerada do colageno estar
diretamente ligada a intensidade do processo inflamatorio. Nos resultados do
presente estudo, ambos 0s grupos apresentaram uma reacdo inflamatoria
moderada diante da implantacdo subcutdanea da membrana, no entanto, no
grupo COL observou-se uma presenca marcante de macrofagos e células
gigantes especialmente aos 14 dias, o que de certa forma, corrobora a tese de
que o colageno induz uma atividade macrofagica mais intensa e
consequentemente uma reabsor¢cdo mais rapida quando comparado a
quitosana. De diferente modo, a incorporacdo tecidual da membrana de
quitosana ocorreu por meio de encapsulamento fibroso, produzindo um processo
inflamato6rio também moderado, com limitado nimero de células gigantes,

sugerindo que o material ndo produziu reacéo de corpo estranho.

Numerosos estudos in vivo (ROTHAMEL et al., 2012; MERLI et al., 2015;
BORNERT et al., 2021; LINDER et al., 2022; ZHOU et al., 2023), reportam uma
taxa relativamente rapida de degradacdo das membranas de colageno, variando
entre 2 e 6 semanas. E importante salientar que estudos de cicatrizacdo de
defeitos 6sseos nédo criticos em ratos e descrevem que o reparo 6sseo se da em
aproximadamente 4 semanas (HASSUMI et al., 2018), logo, uma membrana
capaz de cumprir seu papel de barreira por um periodo mais prolongado pode
ter implicacdes positivas, permitindo o isolamento do defeito da invasao de tecido
mole durante toda a fase de formacdo 0ssea, aumentando o efeito da ROG
(YANG et al., 2022).
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A semelhanca de outros biopolimeros, o mecanismo de degradacg&o in
vivo da quitosana ocorre por hidrolise, mediado principalmente pela lisozima,
gerando residuos acetilados (LARANJEIRA et al.,, 2009). Seus produtos de
degradacdo sdo oligossacarideos atdxicos que sao posteriormente excretados
ou incorporados por glicoproteinas (MATICA et al., 2017). Este € um processo
sabidamente mais lento, semelhante ao que ocorre em outros biomateriais como
a polidioxanona (PDO) e o acido polilatico (PLA) podendo sua estrutura
permanecer estavel por periodos mais prolongados como 6 (SHIN et al., 2005),
12 (MARTINO et al., 2005; ZHU et al., 2023) ou até 20 semanas (KIM et al.,
2011; BAVARYIA et al.,2013). O grau de desacetilacdo da quitosana tem sido
reportado como variavel fundamental para seu tempo de degradacédo, onde a
quitosana totalmente desacetilada (100%) é indegradavel (FREIER et al., 2005;
KIM et al., 2011) e a parcialmente desacetilada (70%) é totalmente degradavel.
(KIM et al., 2011; PARK et al., 2017). No presente estudo a quitosana utilizada
era desacetilada (75-85%) como descrita em DE SOUZA et al.,2023, e mesmo
no periodo mais longo de andlise, ainda foi possivel distinguir as membranas

com pouca alteracdo estrutural.

Para avaliacdo do desempenho das membranas no processo de reparo
0sseo, foi realizado um modelo de defeito critico na calota dos ratos. Cabe
ressaltar que nesse tipo de modelo é um desafio osteogénico, uma vez que a
dimensao do defeito produzido ndo é passivel de reparo espontaneo (BOSCH et
al., 1998; BENVINDO et al., 2019). Os aspectos histomorfol6égicos demonstram
que o reparo se deu a partir da periferia do defeito, uma vez que nestas margens
estdo presentes as fontes de estimulo osteogénico e fatores de crescimento
responsaveis pelo estimulo para diferenciacéo das células-tronco multipotenciais
em osteoblastos (SHI X et al., 2023). Considerando essa dinamica de reparo, a
presenca da membrana se estabelece como a principal variavel que modula
positivamente a formacédo 0ssea em um ambiente de ROG (YEN et al., 2014;
ZHOU et al., 2023). Histologicamente, as caracteristicas do tecido cicatricial
eram bastante semelhantes nos 3 grupos de analise, especialmente nos
periodos mais precoces. Esse fato foi corroborado pela analise microtomografica
gue demonstrou semelhanca estatistica das caracteristicas do osso neoformado,

como 0 numero e espessura das trabéculas, nos trés grupos analisados.
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A neoformacédo 6ssea no grupo QTS foi maior aos 30 dias em comparacéo
ao grupo COL e Controle, o que sinaliza um bom desempenho da quitosana
nanoestruturada na manutencédo do ambiente de neoformacgéo 0ssea. Por outro
lado, a andlise microtomografica também demonstrou que a presenca das
membranas foi essencial para que a neoformacgéo 6ssea fosse quantitativamente
maior nos grupos com membrana. Esse achado vem de acordo com uma revisao
sistematica proposta por ZHOU et al. (2023), que demonstra o papel fundamental
do recobrimento dos defeitos 6sseos com barreiras de ROG para otimizagéo da

neoformacédo Ossea.

Ponderadas as limitacbes de estudos animais e na impossibilidade de
extrapolagdo direta de seus resultados para humanos, o0s resultados
demonstrados no presente estudo sugerem que a quitosana nanoestruturada
com adicao de HDL parece ser um material biocompativel, com baixa reatividade
tecidual, estruturalmente estavel e de lenta degradacdo, com potencial para uso
em ROG. Estudos futuros devem ser desenvolvidos para que se conheca o
tempo exato de degradacgéo in vivo das membranas de quitosana e como este
material devera interagir com o tecido 6sseo e conjuntivo em fases mais tardias
do processo cicatricial. Estes trabalhos deverdo fundamentar a viabilidade de
estudos clinicos em humanos para um eventual uso deste material na préatica

clinica.
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6. CONCLUSAO

Pela analise dos resultados, as membranas de quitosana nano
particuladas modificadas por HDL demonstraram-se biocompativeis, de lenta

reabsorcéo e efetivas para uso como barreira de ROG em modelo animal.
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