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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar os efeitos da enxertia de uma
matriz tridimensional de quitosana-gelatina (QG) associada ou ndo ao gel de acido
hialurénico 1% (Hialuronana/HA) no reparo de defeitos 6sseos intrabucais em ratos.
Por se tratar de um defeito ainda ndo descrito na literatura, a descricdo detalhada
dos protocolos e recursos técnicos para sua reprodutibilidade configurou-se também
como objetivo do estudo. Defeitos 6sseos de dimensdo padronizada foram criados
nos maxilares de ratos, na area do 1° molar superior. Uma mesa cirdrgica
desenvolvida e patenteada nesse projeto contribuiu grandemente para a viabilizacao
e padronizacdo dos defeitos. As cavidades foram preenchidas com 1. Solucdo 1%
acido hialurénico (HA); 2. Esponja tridimensional da matriz quitosana-gelatina (QG);
3. HA associado a matriz de quitosana-gelatina (HA+QG). Defeitos preenchidos
naturalmente com coagulo sanguineo serviram como controles. A mucosa sobre os
defeitos foi devidamente suturada. Os animais foram sacrificados apos 7 e 21 dias,
para analise histolégica e quantificacdo da deposicdo O0ssea. A morfometria foi
realizada em 6 amostras por grupo, pela leitura de matriz de coladgeno recém
depositada na area central do defeito, em cortes corados com Tricrdomico de Gémori,
com auxilio do Software Image-Jey. Fotografias macroscopicas foram utilizadas para
avaliacdo clinica da cicatrizacdo gengival. O tratamento com HA propiciou, aos 7
dias, um avanco na cicatrizacdo gengival. Os demais grupos nao revelaram
diferenca entre si. Entretanto, aos 21 dias, todos 0s grupos apresentaram nivel de
cicatrizacdo gengival similares. A analise morfométrica aos 7 dias demonstrou um
nivel de deposicdo Ossea ainda muito baixo, menos que 1% para todos 0s grupos,
embora estatiticamente superior nos grupos tratados com a associacdo HA+QG.
Aos 21 dias, a maior deposi¢cao de colageno ocorreu nos grupos HA e QG, ambos
superiores aos grupos CO e HA+QG [(HA=QG)>(CO=HA+QG)]. A avaliacéo
histologica revelou aspectos favoraveis ao grupo QG em relacdo ao HA, em termos
de extensdo da area de reparo e contencdo da invasao epitelial na area do defeito.
A deposicao 6ssea nos grupos CO e HA estava concentrada na area mais profunda
do defeito e apresentava trabéculas maduras, bem delineadas e espessas. Nos
grupos QG, a érea de neoformacdo ocupava a maior parte do defeito. Além disso, a
matriz de colageno tinha aspecto mais imaturo, sugerindo uma fase intermediaria do

processo de reparo 0sseo. As laminas de quitosana mantinham intimo contato com



células e tecido conjuntivo, sem sinais de encapsulamento. As laminas residuais de
quitosana impediram a invasédo epitelial para dentro do defeito, o que néo foi
visualizado nos grupos CO/HA. Nos grupos HA+QG, o processo de degradacéo da
quitosana pareceu mais acelerado do que nos grupos QG, reduzindo a area de
scaffold. Em suma, o modelo de defeito 6sseo desenvolvido no presente estudo
revelou-se um método viavel, reproduzivel e apropriado as avaliacbes de
biomateriais e enxertia 6ssea em Odontologia. Nossos dados macro e microscéopicos
revelaram melhores resultados com a enxertia da matriz pura de quitosana-gelatina,
0 que nos permite sugerir 0 emprego deste biomaterial como uma alternativa

promissora para o preenchimento de defeitos 6sseos criticos em cavidade bucal.

Palavras-chave: Reparo 6sseo. Biomateriais. Acido hialurénico. Quitosana-gelatina.

Defeito 6sseo intrabucal.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effects of a tridimensional matrix graft of
chitosan-gelatin (CG) associated or not to a gel of hyaluronic acid 1%
(Hyaluronan/HA) in the repair of intraoral bone defects in rats. Due to the fact of
being an unpublished study, the detailed description of the protocols and technical
resources used was also part of our goals. Bone defects of a standard dimension
were created in rat maxillas in the area of the first superior molar. A surgical table
was developed and patented in this study, which has contributed to enable
standardized defects. The cavities were filled with: 1. 1% hyaluronic acid solution
(HA); 2. tridimensional sponge of chitosan-gelatin matrix (CG); 3. HA associated to
the matrix of chitosan-gelatin (HA+CG). Defects naturally filled with blood clot were
used as controls (CO). Animals were sacrificed after 7 and 21 days to histological
analysis and bone neoformation quantification. Morphometric analysis was performed
in 6 samples per group by the evaluation of the collagen matrix in the central area of
the defect, in sections stained with Gomori’s trichrome, using ImageJ software.
Macroscopic photographs were used for clinical evaluation of gingival healing.
Treatment with HA resulted in improvement of gingival healing on day 7. On day 21,
all groups presented similar levels of gingival healing. Morphometric analysis on day
7 demonstrated a low level of bone deposition, lower than 1% for all the studied
groups, despite statistically superior in groups treated with HA+CG association. On
day 21, the largest collagen deposition occurred in HA and CG, both superior than
the groups CO and HA+CG [(HA=CG)>(CO=HA+CG)]. The histological assessment
revealed favorable aspects to CG compared to HA in terms of the healing area
extension as well as of reduction epithelial invasion in the defect area. Bone
deposition in groups CO and HA was concentrated in the deepest area of the defect
and presented well delined, thick mature trabeculae. In CG, the neoformation area
occupied the major part of the defect and, the collagen matrix had an immature
aspect suggesting an intermediate phase of the bone repair process. Chitosan
sheets maintained a close contact with cells and connective tissue, with no signs of
encapsulation. Chitosan residual fragments prevented epithelial invasion inside the
defect which was not seen in CO and HA. In HA+CG, gquitosan degradation process
seemed more accelerated than in isolated CG group, reducing the area of cellular

scaffold. In conclusion, the model of bone defect developed in the present study is a



viable, reproducible and an appropriate method to the analysis of biomaterials and
bone grafting in Dentistry. Our macroscopic and microscopic data revealed better
results with chitosan-gelatin matrix graft which suggest its use as a promising
alternative to fill critical bone defects in the oral cavity.

Keywords: Bone repair. Hyaluronic acid. Chitosan-gelatin. Intraoral bone defects.
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1 INTRODUCAO

A busca pelo adequado suporte 0sseo visando as reabilitacdes orais, tanto
por implantes quanto por préteses muco-suportadas representa um desafio para os
pesquisadores. A reconstrucdo Ossea, em Odontologia, € de fundamental
importancia para a reabilitacdo funcional e estética do sistema estomatognatico,
especialmente na correcdo de perdas por traumas ou mudancas atrdficas do
processo alveolar da maxila ou mandibula (WILTFANG et al., 2004; CHIAPASCO et
al., 2012; KANG et al., 2012). A recuperacdo da estrutura 0ssea perdida, mesmo
aquelas atrdficas, consequentes de perdas dentarias, pode demandar a realizagédo
de cirurgias de enxerto 6sseo ou insercdo de biomateriais (AROSARENA; COLLINS,
2005; IZUKA et al., 2005).

O tecido 6sseo de origem autdgena, com suas propriedades osteogénicas,
osteoindutivas e osteocondutivas, é considerado o material “gold standart” (padrao-
ouro) de enxertia nas cirurgias 0sseas reconstrutivas (BURCHARDT, 1983; SPIN-
NETO et al., 2011; JIMI et al., 2012). Todavia, sua escolha apresenta como
desvantagens a viabilidade da area doadora, morbidade e imprevisibilidade no
processo de reabsor¢cdo do enxerto (JOHANSSON et al.,, 2001; NKENKE et al.,
2001; SPRINGER et al., 2004; WEIBULL et al.,, 2009). Recentes avancos em
biotecnologia tém propiciado a clinica cirdrgico-odontolégica 0 acesso a uma
diversidade de biomateriais para enxertia e, em alguns casos, possibilitado a
insercao precoce de implantes bucais. Contudo, a busca por um material ideal para
enxertia O0ssea permanece como um grande desafio (WONG; RABIE, 2005;
TORRES et al., 2011).

Estudos recentes tém demonstrado o potencial osteoindutor do acido
hialurbnico (Hialuronana=HA) e a possibilidade de sua utilizagdo como um
coadjuvante terapéutico em odontologia (MENDES et al., 2008; 2010). O tratamento
de alvéolos dentarios de ratos com HA promoveu a cicatrizagdo da area lesada apoés
exodontias dos primeiros molares superiores especialmente por acelerar a
deposicdo Ossea e a expressdo de proteinas osteogénicas como a osteopontina
(OPN) e a proteina morfogenética do osso tipo-2 (BMP-2) (MENDES et al., 2008;
2010).

Outros biomateriais, tém se destacado por seu potencial osteocondutor. Estes

sédo elaborados como matrizes tridimensionais que servem de suporte estrutural
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(scaffold) e guias para o direcionamento da proliferacdo de células osteogénicas
visando a reconstrucdo tecidual 6ssea (ABARRATEGI et al, 2008; 2010;
BHATTACHARYYA et al, 2008; SITHARAMAN et al, 2008). Matrizes
tridimensionais a base quitosana tém chamado a atencdo dos pesquisadores pela
possibilidade de associacdo com substancias que favorecem a formacdo Ossea
(MEDRADO et al.,, 2006). Este biopolimero natural apresenta algumas propriedades
fundamentais para a engenharia tecidual como biocompatibilidade e a
biodegradabilidade (SENEL et al., 2000; MOROZ et al., 2012).

A quitosana tem sido extensivamente estudada como scaffold (suporte) para
cultura celular, configurando-se como uma matriz tridimensional adequada a adesao
celular, visando o posterior transplante do tecido construido in vitro (LI et al., 2010;
COSTA-PINTO; REIS; NEVES, 2011; IM et al., 2012) para sitios receptores in vivo
(COSTA-PINTO et al., 2012). Associa¢des da quitosana com outras moléculas como
hidroxiapatita, fosfatos inorganicos, colageno, acido hialurénico e outros polimeros
tém sido testadas no intuito de melhorar as propriedades bioldgicas da quitosana e
sua performance para a engenharia de tecidos in vitro (SHI et al., 2005; STEPHAN
et al., 2010, YANG et al, 2010; COIMBRA et al.,, 201la, b). Dentre essas
associagc0es a mistura de quitosana com gelatina tem revelado resultados bastante
satisfatorios (YANG et al.,, 2004). O colageno presente na gelatina favorece a
adesdo e proliferacéo celular (PITTENGER et al., 1999; HUANG et al., 2005; TAN et
al.,, 2009). Uma mistura (3:1) de quitosana e gelatina (QG), reticulada com
glutaraldeido, foi recentemente desenvolvida para bioengenharia tecidual 6ssea,
pelo Laboratério de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas/lUFMG (MIRANDA, 2010; MIRANDA et al., 2011). ApGs a caracterizacao
guimica e morfolégica dessa matriz de QG, o biomaterial foi implantado em alvéolos
dentarios de ratos para andlises histolégicas in vivo. Os resultados revelaram que
matrizes de quitosana-gelatina apresentam propriedades fisico-quimicas e
biolégicas adequadas para utilizacgdo como material de preenchimento de alvéolos
dentarios, bem como de carrear células tronco (MIRANDA et al., 2011; 2012).

Modelo de alvéolo dentario apos exodontias tem sido um modelo de estudo
bastante utilizado em pesquisas para a avaliacao de fatores que possam acelerar ou
retardar o processo de reparo 6sseo (BOECK et al., 1999; PINTO et al., 2001;
YUGOSHI et al., 2002; KANYAMA et al., 2003; TEOFILO et al., 2004). Entretanto,

embora representem um modelo viavel para analise da reconstituicdo 6ssea, essas
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cavidades minimas, geradas pela exodontia dos molares de ratos, apresentam
algumas limitacbes como a variacdo no tamanho dos alvéolos e a presenca dos
septos interradiculares que dificulta a insercdo de materiais soélidos e inviabiliza a
padronizacao do volume de biomaterial inserido no interior das cavidades alveolares.
Além disso, os alvéolos dentarios ndo representam a realidade da demanda
odontoldgica em termos de perda Ossea. Alvéolos dentarios integros sdo modelos
passiveis de variacbes ndo apenas quanto a dimensdo, mas também quanto a
quantidade de residuos remanescentes do ligamento periodontal, os quais podem
interferir na interpretagéo dos resultados.

Modelos de defeitos 6sseos mais amplos e padronizados tém sido
tradicionalmente criados em tibias, fémures e calota craniana de ratos e coelhos
(GIELKENS et al., 2008; LEE et al., 2010; PURICELLI et al., 2010). Tais sitios estao,
entretanto, livres de fatores como bactérias, fluxo salivar, alteracdes de pH e forcas
mastigatorias, o que inviabiliza a extrapolacdo direta dos resultados para clinica
odontoldgica. Alguns estudos que simulam os defeitos 6sseos, como exemplo, as
fraturas de mandibula, os multiplos implantes ou os enxertos 6sseos em bloco tém
utilizado modelos de defeitos 6sseos criados nos maxilares de cdes ou maxilares de
primatas (LYNCH et al., 1991; KIM et al., 2005). Tais animais constituem modelos
adequados para cirurgias intraorais, devido ao amplo campo visual, com acesso
cirdrgico direto e com a utilizacdo dos recursos técnicos similares aos
disponibilizados na clinica odontolégica (GIANNOBILE; FINKELMAN; LYNCH, 1994;
ELSALANTY et al., 2009; BARONE et al., 2011; ZHOU et al., 2010). Entretanto, nao
representam uma realidade acessivel a maioria dos laboratérios de pesquisa
cientifica, tanto por questdes éticas, quanto pelo custo e pelas condi¢des especificas
de manejo e espaco para manutencdo desses animais em biotério. Poucos estudos
intra-bucais tém sido realizados em animais de pequeno porte, (ratos e
camundongos), modelos de baixo custo e mais acessiveis aos laboratorios de
pesquisa ha area da Odontologia (BIGI et al., 2011). Possivelmente, uma das razdes
para a deficiéncia de estudos em defeitos 6sseos intrabucais nesses modelos
experimentais decorre da dificuldade técnica para a realizacdo dos procedimentos
intraorais em animais de pequeno porte. De fato, 0 acesso intraoral aos maxilares
de ratos, camundongos, coelhos, especialmente quando o procedimento cirlrgico
exige o corte por instrumentos rotatorios elétricos sob irrigacéo, é limitado por alguns

fatores, tais como: limitada abertura dos maxilares, com dificil visualizacdo do campo
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cirdrgico intrabucal; necessidade de um sistema de irrigagcdo e de aspiracao
continua com soro ou solugdo salina simultaneamente a utilizagdo dos motores
cirdrgicos utilizados na criacdo de defeitos 0sseos; necessidade de afastamento e
de protecdo dos tecidos moles, para evitar acidentes iatrogénicos como a
dilaceracdo tecidual de tecidos periodontais, lingua e mucosa labial e jugal
(bochechas); e necessidade de suporte, apoio ou fixacdo da cabeca do animal a fim
de permitir o acesso intraoral de instrumentos cortantes (mecanicos ou elétricos)
com seguranca.

A necessidade de muitos aparatos e de maos auxiliares para sustentar os
aparelhos e os instrumentais indispensaveis aos procedimentos como fonte de luz,
irrigacdo, succao, afastadores de tecidos, dificultam a realizacdo de cirurgias
intrabucais em pequenos animais.

Subsidiado pelos resultados prévios da literatura em relacdo aos efeitos dos
biomateriais a base de quitosana-gelatina (MIRANDA et al., 2011) e ao acido
hialurénico em alvéolos dentarios (MENDES et al., 2008), o presente projeto propde
a avaliacdo desses biomateriais isolados e em associacdo em um modelo de defeito
0sseo intrabucal desenvolvido nos maxilares de ratos. A implementacdo desse
modelo representara um avanco em relacdo aos modelos de alvéolos dentérios,
onde a padronizacdo do volume de biomaterial inserido e controle das areas
preenchidas séo dificultados pelos septos interradiculares e discrepancias na
morfologia radicular. O modelo 6sseo de dimensdes mais amplas e padronizadas
permitird a definicdo prévia do volume do biomaterial enxertado, garantindo que o
mesmo ocupara toda a area do defeito. Outro diferencial do defeito ésseo proposto,
em relacdo ao modelo de alvéolos, refere-se a auséncia, neste modelo, da influéncia
do ligamento periodontal. Dados da literatura tém demonstrado a influéncia de
células do ligamento periodontal no processo de reparo 6sseo (TOUR et al., 2012).
A presenca de residuos do ligamento periodontal pode gerar variacdo dos resultados
pela discrepancia natural de tamanho e nimero de raizes quando se trabalha com
alvéolos dentarios integros. A possivel implementacdo do modelo de estudo
proposto abre perspectivas para avaliacdo do reparo 0sseo de biomateriais
enxertados in vivo, na cavidade oral de animais de pequeno porte, como ratos,
camundongos, gatos, marsupiais, coelhos, modelos de baixo custo e facil

disponibilidade.
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Enfim, o presente estudo, agregou simultaneamente duas frentes de pesquisa
interligadas; a avaliacdo dos efeitos dos biomateriais (4cido hialurénico/HA e
quitosana-gelatina/QG) no reparo 0sseo intrabucal e paralelamente, a avaliacdo de
um novo modelo de estudo, ainda ndo descrito na literatura; um defeito 0sseo intra-
bucal padronizado, criado por acesso intraoral nos maxilares de ratos. Espera-se
gue os resultados aqui apresentados possam contribuir para as pesquisas no campo

da bioengenharia tecidual 6ssea em Odontologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da Hialuronana (HA/acido hialurénico) e QG (blenda

guitosana-gelatina) isoladamente e em associacdo (HA+QG), no reparo de defeitos

0sseos intrabucais de dimensfes padronizadas, criados em maxilares superiores de

ratos.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

desenvolver protocolos e recursos técnicos (mesa cirdrgica) que garantam a
reprodutibilidade e viabilidade do modelo de defeito dsseo intrabucal proposto
como sitio de insercao de biomateriais em maxilares de ratos;

inserir nos referidos defeitos 6sseos, um volume conhecido e padronizado dos
biomateriais HA, QG, HA+QG e avaliar seus efeitos na cicatrizagao gengival e no
processo de neoformacdo 0ssea, apos 7 e 21 dias dos procedimentos cirlrgicos;
investigar, por microscopia de luz, a biocompatibilidade da matriz de quitosana-
gelatina, associada ou ndo ao acido hialurdnico, considerando sua integracéo
com o tecido, niveis de inflamacdo, biodegradacdo ou encapsulamento do
biomaterial;

correlacionar o grau de cicatrizacdo gengival (avaliacdo macroscoépica) com as

analises histolbgicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 300 e 350g, provenientes do
Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biol6gicas-UFMG. Os animais
foram acondicionados em biotério apropriado com controle de temperatura e
luminosidade. Os ratos tiveram acesso ad libitum & agua e ragdo para animais de
laboratério, exceto no periodo apds os procedimentos cirdrgicos de extracdo dos
primeiros molares e criacao do defeito ésseo, quando os animais permaneceram por
cinco dias em dieta pastosa (racdo moida) e leite, além de agua. Importante
ressaltar que durante o periodo pos operatorio tanto a racdo moida quanto o leite
eram renovados a cada 24 horas e os animais eram acondicionados um por gaiola.
De acordo com as normas do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA),
0S animais receberam analgésicos, antiinflamatérios profilaticos e antibidticos na
fase poés-operatéria. O projeto foi previamente aprovado pelo CETEA/UFMG sob
namero 284/2010 (ANEXO A).

3.2 Padronizacao das técnicas cirargicas

3.2.1 Avaliacdo topografica e simulacdo dos procedimentos em cranios

dissecados

Previamente aos procedimentos cirdrgicos, um minucioso estudo foi realizado
em cranios dissecados de ratos, para a definicdo do local mais adequado para a
criacdo do defeito 6sseo pretendido. Tal estudo preliminar visava o conhecimento da
anatomia do processo alveolar, seus acidentes anatdomicos e topografia (FIG. 1)

Além disso, foi possivel testar diferentes instrumentos e acessorios antes da
fase in vivo. Pelas dimensdes pretendidas, concluiu-se, ap0s inUmeras tentativas,
que a area dos alvéolos distais (quatro raizes) do 1° molar superior, seria o local
mais apropriado, para todos os animais independente do tamanho, para a criacao de
uma loja Ossea de aproximadamente 2,5mm de diametro por 2,5mm de

profundidade.
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Os implantes de quitosana (grupos QG ou HA+QG) eram discos com
espessura de 1,5mm e didmetro padronizado segundo tamanho do defeito 6sseo
criado (2,5mm). Os discos de QG seriam aplicados no interior das cavidades 0sseas
sem compressao, com o auxilio de um porta-amalgama (FIG.2).

Diversas simulagbes em cranios dissecados (FIG.3) foram realizadas com
todos os procedimentos cirargicos, incluindo a inser¢cao de discos de quitosana, o
gue permitiu a definicAo prévia do diametro (2,5mm) e espessura (1,5mm) de

biomaterial perfeitamente adequados as dimensodes do defeito criado.

Figura 1. Anédlise topografica de cranios, alvéolos e raizes dos 1°s
molares superiores

(A) Avaliagdo das dimensdes e topografia das coroas; (B) alvéolos e (C,D)
raizes dos 1°s molares superiores.
Fonte: Fotos do autor

Figura 2. Simulacéo do procedimento cirirgico em cranios dissecados

I
=

(A-C) Preparo dos discos de quitosana para insercdo nos defeitos
0sseos. (D-G) Método de insercdo dos discos de quitosana nos defeitos
6sseos com a utilizagdo de porta-améalgama.

Fonte: Fotos do autor
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Figura 3: Simulacgao dos defeitos em cranios dissecados

Imagem do defeito antes (A) e depois (B) da inser¢cdo do biomaterial a base de
quitosana (setas).
Fonte: Fotos do autor

3.2.2 Avaliagao radiografica dos defeitos

A fim de avaliar os limites das paredes 0sseas remanescentes do defeito proposto e
suas relacbes com os acidentes anatdmicos, uma analise radiografica foi também
realizada (FIG. 4).

Figura 4. Avaliacao radiogréfica do defeito 6sseo

Maxilar superior de ratos

(A) Avaliagao radiografica do defeito 0sseo (seta) criado na area dos alvéolos das
raizes distais do 1° molar superior de ratos Wistar. (B) Imagem ampliada do defeito
contornado em linha tracejada (seta).

Fonte: Fotos do autor
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3.3 Procedimentos cirdrgicos in vivo

3.3.1 Desenvolvimento de uma mesa cirurgica para procedimentos intraorais

em animais de pequeno porte.

A realizacdo dos procedimentos in vivo s6 foi possivel apos a elaboracéo de
uma mesa cirdrgica especificamente desenvolvida para essa finalidade. O
equipamento foi idealizado a fim de otimizar a visualizacdo do campo cirdrgico,
permitir a utilizagdo do micromotor odontolégico com seguran¢a para 0S animais
incluindo o sistema de irrigacdo e aspiracdo de fluidos, e também para sustentar
instrumentos utilizados na protecdo dos tecidos moles. Com a utilizacdo da mesa
cirdrgica, a demanda de maos auxiliares, normalmente requeridas nesses
procedimentos € reduzida. Tal equipamento, portanto, configura-se também como
importante produto desse estudo. Seu carater inovador diante do estado da técnica,
e a possivel credibilidade no meio cientifico, pode ser constatada pela aprovacao do
depésito de patente dessa invencdo junto ao Instituto Nacional da Propriedade
Intelectual. O depdsito da invengdo nomeada “Mesa cirargica para animais de
pequeno porte” foi realizado junto ao INPI em 04/08/2011(ANEXO B). Encontra-se
na fase de sigilo de 18 meses, o que justifica, no momento, a indisponibilidade de
acesso pela Internete. O projeto contou com o apoio técnico de profissionais da
Engenharia Mecénica, os quais tém demosntrado um crescente o interesse pela
divulgacdo do produto. O protétipo foi selecionado para apresentacdo, na area de
Bioengenharia, no Congresso Nacional de Engenharia Mecéanica que ocorrera em
Julho/2012 em S&o Luis do Maranhé&o. O artigo completo sobre o equipamento com
as possiveis aplicacdbes em Odontologia, incluindo a criacdo do defeito 6sseo,
objetivo do presente estudo, foi selecionado pela Associacdo Brasileira de
Engenharia e Ciéncias Mecanicas, para publicacdo na Revista do VII Congresso de
Engenharia Mecanica/ 2012 (ANEXO C - ISSN 2178-180X).

3.3.2 Protocolo de criagcédo do defeito 6sseo
Os animais foram anestesiados com injecdo intramuscular de uma

combinacgao de sedativo e relaxante muscular, cloridrato de xilazina 2% (0,1mI/100g

peso corporal) e a base anestésica, cloridrato de Ketamina 10% (0,1ml/100g).
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Previamente a cirurgia, 0os animais receberam uma dose de antiinflamatério de uso
veterinario, Flunixina/meglumina (Banamine® injetavel pet), 1,1 mg/kg. Apos
posicionamento dos animais na mesa cirargica em decubito dorsal, foram extraidos
por via alveolar, os primeiros molares superiores direitos e esquerdos, utilizando-se
um instrumento de Hollemback para sindesmotomia e uma pin¢a dente de rato para
luxagcdo e remocdo dos dentes. ApOs confirmacdo da integridade dos dentes
removidos, o defeito O0sseo padronizado foi criado com auxilio de uma broca
diamantada cilindrica 2094, acoplada a um contra-angulo (Kavo)/micromotor
odontoldgico (Beltec) de bancada, sob irrigagdo com solucdo salina estéril. Foram
removidos os septos interradiculares das raizes distais. O septo da raiz mesial foi
sempre preservado. Os defeitos O6sseos obtidos tinham dimensdo de
aproximadamente 2,5mm de didametro x 2,5 mm de profundidade. As cavidades

Osseas foram preenchidas de acordo com 0s seguintes grupos experimentais (n=6

por grupo):

a) Grupo Controle — preenchimento natural com coagulo sanguineo;
b) Grupo HA isolado — injecdo local de 30ul de gel de HA 1%;

c) Grupo QG isolada,;

d) Grupo HA+QG.

O preenchimento dos defeitos com os biomateriais foi realizado de forma
aleatdria, sem critérios prévios de selecdo de animais por grupo.

As bordas da mucosa sobre o sitio operado foram suturadas com fio de nylon,
biosut 6,0, por meio da técnica de cochoeiro modificada. Os animais receberam 3
doses subcutaneas do antibiético oxitetraciclina (Terramicina® Solucdo Injetavel),
10mg/kg, uma a cada 24 horas. Os animais foram sacrificados apds 7 e 21 dias.

Animais pertencentes ao grupo de 21 dias foram anestesiados apos 7 e 14
dias, para o controle macroscopico da evolugdo clinica da cicatrizacdo. Nesse caso,
as suturas foram removidas no 14° dia apés o procedimento cirdrgico.

As figuras 5 e 6 ilustram as principais etapas do protocolo cirurgico.
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Figura 5. Procedimentos cirdrgicos in vivo

(A) Animal posicionado na mesa cirlrgica em decubito dorsal. (B) Afstamento do tecido
gengival por sindesmotomia. (C) Luxacdo do 1° molar com pinca dente de rato. (D)
Visualizagcdo dos alvéolos das raizes distais. (E) Criacdo do defeito com ponta diamantada
cilindrica em baixa rotacdo sob irrigacdo e aspiracdo. (F) Conferéncia de auséncia de
perfuracdo; planificacdo da parede de fundo e remocdo completa das cavidades
alveolares.

Fonte: Fotos do autor
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Figura 6. Procedimentos cirurgicos in vivo.

(A) Visualizacdo do defeito preenchido por coagulo. (B) Posicionamento dos fios de
sutura antes da insercdo do biomaterial. (C) aplicacdo do disco de quitosana com porta-
amalgama. (D) reposicionamento das bordas da mucosa gengival. (E) Aspecto do sitio
cirargico apdés a sutura.

Fonte: Fotos do autor
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Apéds o procedimento cirdrgico, os animais foram monitorados até o final do
efeito anestésico, garantindo o bem-estar dos mesmos no pos-operatério imediato.
Apos as cirurgias, a fim de minimizar os possiveis traumas sobre as areas operadas,
0s animais foram isolados, ficando um em cada gaiola. Receberam dieta pastosa
(racéo triturada e umidecida especifica para roedores, marca Labina) e leite integral
vitaminado, por 5 dias. A 4gua era renovada e as gaiolas limpas, com detergente,
alcool e hipoclorito de sodio também diariamente, a fim de garantir um ambiente
limpo e seco durante toda a fase de cicatrizacdo, até a data do sacrificio dos
animais. No periodo pés-operatdrio ndo foram utilizadas maravalhas, para evitar sua

introducdo na cavidade oral dos animais.

3.4 Métodos de avaliagcdo macroscopica

O efeito dos biomateriais no fechamento das feridas foi avaliado por fotos
macroscopicas do sitio cirargico a cada 7 dias, onde a cicatrizacdo gengival foi
avaliada por 3 avaliadores segundo escores previamente definidos (FIG. 7). Um
examinador padrdo (gold standard) conduziu todo o processo de treinamento dos
examinadores.

Para obtencdo das fotos, os animais foram anestesiados com a metade da
dose de anestésico, suficiente para a imobilizacdo dos animais e abertura de boca,
com o auxilio de um afastador intra-bucal. Utilizamos a lente macro (Leika) da
camera fotogréfica marca Panasonic DMC-TZ3, LUMIX, sem a utilizacdo de flashes,
a uma distancia padréo de 5 cm do objeto de estudo.

Como foi definido o periodo de 14 dias para remocéo dos pontos cirargicos,
0S animais que tiveram os pontos rompidos aos 7 dias, observados durante a
analise macroscopica, foram excluidos e as amostras foram substituidas para
compor a planilha das anélises estatisticas.

O nivel de cicatrizacdo epitelial foi definido segundo scores apresentados na
Tabela 1/Figura 7.
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Tabela 1. Escores do grau de epitelizacdo do tecido gengival para anélise

macroscopica.

Escore Grau de epitelizagdo do tecido gengival
Maximo de 1/3 de &rea cicatrizada.
1 Maior parte da ferida ocupada por tecido de granulagéo
2 Epitelizacdo gengival em no maximo 2/3 da area
operada.
3 Epitelizacdo acima de 2/3
4 Epitelizagao concluida

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 7. Fotos ilustrativas dos escores de cicatrizagcdo gengival.

Esr;ore 3 Escore 4

(A) Abertura da cavidade bucal com os afastadores bucais, para as tomadas
radiogréficas. (B) Escore 1 — Maximo de 1/3 de area cicatrizada. Maior parte da ferida
ocupada por tecido de granulacdo. (C) Escore 2- Epitelizagcdo gengival em no maximo
2/3 da éarea operada. (D) Escore 3 — Epitelizagdo acima de 2/3. (E) Escore 4 -
Epitelizagdo concluida.

Fonte: Fotos do autor
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3.5 Métodos de avaliacao histolégica e morfométrica

Os animais foram sacrificados por decapitacdo apos 7 e 21 dias dos
procedimentos, periodos estes baseados na experiéncia com a regeneragdo 0ssea
em alvéolos dentarios. O periodo de 7 dias foi selecionado por representar o periodo
inicial de regeneracao 0ssea alveolar, quando a reacédo inflamatoéria aguda, inerente
ao processo cirargico, da lugar ao inicio da deposicdo 6ssea. Aos 21 dias, estudos
revelam que o processo de reparo 6sseo esta quase completo (BRANDAO et al.,
2002; ZIED et al., 2005), apresentando rede de trabéculas ésseas espessas e
espacos medulares reduzidos (MENDES et al., 2008). ApGs o sacrificio, os animais
tiveram as cabecas dissecadas, removendo-se a pele e o tecido muscular. As
maxilas foram imediatamente fixadas por imersdo em formalina neutra tamponada
(FNT) 10%, a temperatura ambiente, por 72 horas.

Ap6s a fixagdo as maxilas foram desmineralizadas em solucéo
desmineralizadora Planck Richol’s, produzida pela mistura de cloreto de aluminio,
acido férmico e acido cloridrico. Apds 48 horas de desmineralizacado, as pecas foram
aparadas e seccionadas em plano frontal, para permitir a visualizacdo dos alvéolos
direito e esquerdo ao mesmo tempo. Um corte preliminar na area central dos
defeitos permitiu a padronizacdo da area de microtomia e consequentemente, a
uniformidade da regido a ser avaliada em todos os grupos. O corte foi realizado a

1mm da face mesial da coroa do 2° molar (FIG. 8).

Figura 8. Padronizacdo da seccdao frontal paraincluséo

O corte foi realizado na regido do defeito 6sseo, a Imm da face mesial da coroa do 2° molar.
As areas circuladas correspondem aos sitios dos defeitos 6sseos. Peca ilustrativa (21 dias
apo0s os enxertos).

Fonte: Fotos do autor
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Apéds a desmineralizacédo as pecas foram imersas em agua corrente por uma
noite para retirada do excesso de Planck. Feito isso as pecgas foram processadas

para histologia, conforme protocolo a seguir:

a) desidratacdo em uma série crescente de alcoois (70%, 80% I, 80% II,
90%, 95%, absoluto I, absoluto I, absoluto I, absoluto IV), por 30 minutos
em cada banho;

b) diafanizacdo em trés banhos de xilol, durante 30 minutos em cada banho;

c) infiltracdo em trés banhos de parafina a 58°C, durante 40 minutos cada;

d) inclusdo em parafina histolégica, em moldes pré-definidos para microtomia

em plano frontal.

Cerca de 110 cortes seriados de 6um de espessura, de cada amostra foram
montados em laminas histologicas previamente tratadas com silano 2%. As laminas
foram coradas em Tricrobmico de Goémori para andalises morfométricas e com
Hematoxilina eosina, em cortes alternados, para avaliacdo histolégica. Os

parametros histologicos avaliados comparativamente entre os grupos foram:

a) presenca de Infiltrado inflamatério

b) interacdo do biomaterial com o tecido adjacente e com o tecido ésseo
neoformado

c) nivel de cicatrizacao epitelial

d) presenca de areas de encapsulamento do biomaterial

e) biodegradacdo da matriz de quitosana — tipos de células reabsortivas
presentes

f) interferéncia/ efeitos dos implantes (HA, QG, HA+QG) no reparo 0sseo.

Durante a analise histolégica, foram consideradas como critérios de excluséo
das amostras, a presenca de pelos, maravalha, fragmentos ou corpos estranhos no
interior dos defeitos. A Figura 9 ilustra alguns desses residuos, introduzidos no
interior do defeito 6sseo em decorréncia da perda precoce dos pontos na fase pds-
cirdrgica. Todas as amostras que apresentavam pontos rompidos antes de 7 dias

foram excluidas do estudo.



Figura 9. Critérios de exclusdo das amostras para andlise histologica.

(A) Imagem histoldgica de fragmentos de corpos estranhos no interior da cavidade,
como restos de algoddo e fragmentos de maravalha (setas). (B) Imagem de
sequestro 6sseo (SO), fragmentos de corpos estranhos no interior da cavidade
(setas) e invasdo epitelial. (C) Imagem de pelo (P) e fragmento de maravalha no
interior do defeito (Setas).

39
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Para analise morfométrica foram selecionados quatro cortes, a cada 20
seccdes, corados com Tricromico de Gomori e que apresentavam o defeito 6sseo
bem delineado, para quantificacdo de deposicao 6ssea por morfometria. Imagens
capturadas com objetiva de 4x, pela camera Q-color 3 acoplada ao microscopio de
luz Olympus BX-41, foram avaliadas com o Software de anélise morfométrica Image
Jey. Este software permite a leitura precisa das &reas coradas em verde pelo
Tricrébmico de Gomori (colageno ) correspondentes a neoformacéo 6ssea e fornece

o percentual de deposicao relativo a maior area do defeito (FIG. 10).
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Figura 10. Analise morfométrica do percentual de neoformacéo 6ssea pelo
software de morfometria Image Jey.

4 3472 Ie 8x.tif PRANCHA.F (red) (G) (333%) (= (= ][= ¢ Specify
3 833.35x21 25,01 ym (2048x1536); B-hit dnverting LUT); 3ME
Width: 000.50
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X Coordinate:  345.87

Y Coordinate: 45516
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OK | Cancel
File Edit Font Results
Area ‘Mean ‘Min |Max |%Area

1 1700708408 148.632 0 258| 58287 ‘
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(A) Imagem original corada com Tricromico de Gomori; (B) e (C) Sele¢cao de areas a
serem excluidas da leitura (em amarelo e vermelho); (D) Definigdo da area de leitura
ap6s a separacdo dos canais de cores e selecdo do canal de maior contraste das
estruturas 6sseas e deposicdo de matriz de coldgeno. As janelas laterais fornecem
o0 tamanho da é&rea total (grade) em micrémetros e, abaixo a leitura do percentual de
coladgeno (seta), em relacdo a area. A leitura dos percentuais de colageno foi
mensurada em 4 cortes por animal, no total de seis animais por grupo.
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3.6 Anédlise estatistica

Os dados foram testados para normalidade e homocedasticidade da variancia
usando Teste de Liliefors and Bartlett, respectivamente. Andlise por “One-Way
ANOVA” foi realizada para comparacdes entre os grupos. Teste pos hoc com
correcdo de Bonferroni foi empregado para testar significAncias das mudltiplas
comparacoes. Todos os dados foram analisados por meio do programa estatistico
STATA (Data Analysis and Statistical Software — versao 10.1). Diferencas entre os
grupos foram considerados significativos para uma probabilidade de significancia

inferior a 5%.
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Abstract

Aim: To evaluate the effects of three-dimensional matrix of chitosan-gelatin (CG), associated or not, to 1%
hyaluronic acid (Hyaluronan / HA) on gingival healing and during the repair of intrabuccal bone defects in rats.

Material and methods: Standardized bone defects were created in the region of the upper 1% molars of rats. The
cavities (n = 6/group) were filled with: blood clot (control / CO); 1% Hyaluronan (HA), chitosan-gelatin matrix

(CG) or (HA+CG). After 7 and 21 days, animals were sacrificed for histological and histomorphometric
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analysis. The bone formation was quantified from the percentage of newly synthesized collagen, visualized by
Gomori’s trichromic. Clinical /macroscopic evaluation was made from predetermined scores of gingival healing.
Results: Treatment with hyaluronic acid improved the gingival healing at 7 days, but at 21 days, there was no
statistical difference between groups. Chitosan does not impair the close wounds. The morphometric analysis
showed better results after the treatment of bone defects with HA or CG at 21 days. However, the histological
analysis showed that the three-dimensional structure of CG prevented the invasion of epithelial tissue into the
defect, preserving its original volume. Sheets of chitosan were closely associated with cells and loose connective
tissue without signs of encapsulation. Furthermore, the area of new bone formation in CG-treated defects was
more extensive. Although the aspect immature, the new collagen deposit occupied most of the defect, suggesting
continuity of the repair process.

Conclusion: Chitosan-gelatin is a highly biocompatible biomaterial and promising strategy for filling critical
intrabuccal bone defects.

A major challenge for dentistry is the replacement of bone tissue, essential for the restoration
of masticatory function of patients, either by prostheses or dental implants. The bone tissue of
autogenous origin, with osteogenic, osteoinductive and osteoconductive properties, is
considered "gold standard™" graft for reconstructive bone surgery (Burchard 1983; Spin-Neto
et al. 2011). However, its use has disadvantages such as the viability of the donor area,
morbidity and unpredictability in the process of resorption of the graft (Johansson et al. 2001,
NKkenke et al. 2001; Springer et al. 2004; Weibull et al. 2009). Recent advances in bone tissue
bioengineering have led to clinical-surgical dental access to a variety of biomaterials for
grafting, and in some cases, have allowed early placement of dental implants. Some
biomaterials, produced as three-dimensional matrix have been highlighted for potential
osteoconductive (Sun et al. 2012). These materials serve as structural support (scaffold) and
guides for migration and proliferation of osteogenic cells toward the bone healing area
(Bhattacharyya et al. 2008; Sitharaman et al. 2008; Abarrategi et al. 2008, 2010). Three-
dimensional matrix of chitosan-based biomaterials have drawn the attention of researchers by
being inert, antibacterial and low-cost (Chen et al. 2012), as well as having the possibility of
an association with substances that promote bone formation (Medrado et al. 2006). Chitosan
(CS) is a partially deacetylated derivative of chitin. It has a high molecular weight and is the
second most abundant natural biopolymer commonly found in shells of marine crustaceans
and cell walls of fungi (Singla & Chawla 2001). In addition, CS is easy to mould a three-
dimensional scaffold, can support tissue ingrowth, aid in the formation of tissue structure, and
promote growth and mineral rich matrix deposition by osteoblast in culture for bone tissue
engineering (Seol 2004).
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Biodegradability and biocompatibility of natural biopolymers are very important properties
that make them suitable for bone regeneration (Jayasuriya & Kibbe 2010). Chitosan has been
used extensively in research as a scaffold in vitro (support) for cell culture, configuring as a
three-dimensional matrix suitable for cell adhesion (Seol 2004). Some in vivo studies have
demonstrated the proliferation and adhesion of osteogenic cell to porous chitosan matrices
associated with gelatin (chitosan-gelatin), during the repair of dental sockets of rats (Miranda
etal. 2011, 2012).

In parallel studies, biomaterials with osteoinductive potential have also been evaluated
during the bone repair of dental sockets. Recently, Mendes et al. (2008, 2010) showed
osteoinductive potential of 1% hyaluronic acid (HA) in regenerative process of dental alveoli
in rats and suggested their use as a therapeutic adjuvant in dentistry. Sodium hyaluronate,
hyaluronic acid or hyaluronan (HA) is a high molecular weight glycosaminoglycan composed
of repeated non-sulfated disaccharide units of N-acetylglucosamine and D-glucuronic acid
(Prince 2004). It is one of the components of extracellular matrix and plays important role in
morphogenesis and tissue healing. It is thought to stimulate migration, adhesion, proliferation,
and cell differentiation leading to bone formation. Treatment of rat dental sockets with HA
accelerated bone deposition, confirmed by increased expression of osteogenic proteins such as
osteopontin (OPN) and bone morphogenetic protein type 2 (BMP-2) (Mendes et al. 2008,
2010).

Although the model of tooth socket in rats has been recognized as a viable model for
analysis of bone reconstruction (Boeck et al., 1999; Mendes et al., 2008; Miranda et al.,
2011), these cavities are very small. Technical issues must be considered. The variation in the
size of the roots and the presence of interradicular septum can hinder the insertion of solid
materials, making impossible to standardize the amount of biomaterial inserted within the
bone cavities. Intact alveoli are subject to variations of the amount of waste remaining
periodontal ligament. This may interfere in the evolution of the inflammatory process due to
availability of osteogenic cells and thus mask the interpretation of results. Furthermore, the
dental alveoli do not represent the actual demand in terms of bone loss. More larger and
standardized bone defects have been traditionally created outside the oral cavity, in the tibia,
femur and calvaria of mice and rabbits (Gielkens et al. 2008, Lee et al. 2010; Puricelli et al.
2010, Stephan et al, 2010). These sites, however, are free of factors such as bacteria, salivary
flow and changes in pH and chewing forces, which prevent the direct extrapolation of results
to clinical dentistry. Bone defects more directly related to the dental clinic have been

developed in dogs or primates (Lynch et al. 1991; Kim et al. 2005, Sugawara et al. 2010; De
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Santis et al. 2011). These experimental models are adequate by facility of intraoral surgical
access, due to the large visual field, with direct surgical access and the use of technical
resources similar to those available in the dental clinic (Giannobile et al. 1994; Elsalanty et.al.
2009; Barone et al., 2011). However, the use of these animals raises questions of ethics, costs
and the necessity of specific vivarium.

The present study is aimed to evaluate the effects of a tridimensional matrix graft of
chitosan-gelatin (CG) associated or not to a gel of hyaluronic acid 1% (Hyaluronan/HA) in
the repair of model of intra-bucal bone defect in rats, which has not been described in the

literature.

Materials and Methods

Experimental model

Twenty-four 10-week-old male rats, Rattus norvegicus albinus; Wistar (n=24), weighing
between 300 and 350 g, were used. The animals were housed in temperature-controlled rooms
and received water and food ad libitum. The animals were cared for according to the
guidelines of the local Ethical Committee for Animal Research at the Minas Gerais Federal

University, which approved the project before the beginning of the experiments.

Surgical procedure

Rats were anaesthetized intramuscularly with a mixture of 10% ketamine (Dopalen®;
Vetbrands, Sdo Paulo, Brazil) and 2% xylazine (Ronpum®; Bayer, Sdo Paulo, Brazil), 1:1,
0.1 mL/100g body weight, i.m. Prior to surgery, the animals received a dose of a veterinary
anti-inflammatory, flunixin-meglumine (Banamine® injectable PET, Intervet do Brazil
Veterinaria, Cruzeiro, Brazil), 1.1 mg/ kg. The rats were then, were subjected to upper first
molars (right and left) extraction. A full thickness 2.5mm circular defect was made in the area
of distal alveoli of the 1% maxillary molar, using a sterile cylindrical # 2094 diamond point
(KG Sorensen ISO; Ind. Com Ltda. SP, Brazil). The cavities were created at low rpm, under
copious irrigation with sterile saline. Control of bleeding and secretions were performed only
by vacuum aspiration. In all surgical phases, the use of cotton or gauze was avoided, as they
can leave residues in the surgical site. The coaptation of the edges of the mucosa after grafting
is a step of fundamental importance. The best technique is the mattress suture with silk 6.0

(Ethicon, S&o Paulo, Brazil). The loss of points before day 7 was considered an exclusion
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criterion of samples. Bone defects (n=6 for group) were treated according to prescribed
conditions for each of the four groups: Group HA: 30ul of 1% HA [Hyaluronic acid
(C14H20NNaO;3)n.Na. pH 6,2/NIKKOL, Galena, Campinas, Brazil]; Group CG: insertion of
CG /chitosan-gelatin disks (1.5mm thickness x 2.5mm diameter); Group HA+CG: association
of 1% HA+CG and Group CO (defect filled with blood clot). The animals were sacrificed at 7
or 21 days after surgical procedures. Three-dimensional chitosan-gelatin scaffolds were
obtained via a freeze-drying technique and glutaraldehyde (Sigma, St. Louis, USA) cross-
linking. The CG scaffolds were synthesized according to Miranda et al (2011) in the
Department of Biochemistry and Immunology, Institute of Biological Sciences of Federal
University of Minas, under responsibility of Dr. Alfredo Miranda de Goes
(goes@ich.ufmg.br; alfredomgoes@gmail.com) and were produced according to Miranda et
al. (2011), from two natural polymers, chitosan (Sigma, St. Louis, USA) with a degree of
deacetylation of 85% and type A porcine skin gelatin (Vetec,RJ, Brazil). In summary,
chitosan 0.7% (wi/v) solution and gelatin 0.7% (w/v) solution were dissolved in 0.1 M acetic
acid (Vetec, RJ, Brazil) separately. These two distinct solutions rested for 24 h at room
temperature, and they were then mixed at a 3:1 (chitosan/gelatin) ratio. Subsequently, the
chitosan-gelatin blend was cross-linked with 25% glutaraldehyde solution at a 0.1%
concentration. An amalgam carrier (Golgran® Dentistry Surgical Instruments, Sdo Paulo,
Brazil) was used to place the chitosan disks into the bone cavities.

In the postoperative period, the animals were kept isolated in plastic cages with access to
water ad libitum and pasty food for 5 days. Lining the cages with wood shavings was avoided.
In addition, the rats received three subcutaneous doses of the antibiotic oxytetracycline
(Terramicina® Injectable Solution — Pfizer, Guarulhos, S&o Paulo, Brazil), 10mg/kg, one

every 24 hours. The sequence of clinical procedures is shown in figure 1.

[Figure 1]
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Tissue processing

After 7 and 21 days of clinical procedures, the animals (n=24) were sacrificed by decapitation
under anesthesia with 10% ketamine and 2% xylazine (1:1, 0.1 mL/100 g body weight, i.m.).
The upper maxillaries were dissected and fixed in neutral 10% buffered formalin for 72 h at
room temperature. After fixation, the upper maxillaries were demineralized in Planck Richol’s
solution, dehydrated through graded ethanol solutions, embedded in paraffin and serially
sectioned at 6 um in the frontal plane. The sections were stained with Haematoxylin Eosin
(H&E) for histological analysis and Gomori’s Trichrome for morphometric analysis. For
morphometric analysis four sections from 6 animals were selected, representing the central
area of bone defect, for the quantification of bone deposition by morphometry. Images were
captured with 4x objective using the Q-color 3 camera, coupled to a light microscope
Olympus BX-41. They were then transferred to computer for morphometric analysis of bone
deposition by morphometric software Image Jey. This software allowed an accurate
reading of areas stained in green by Gomori's trichrome, recording the percentage of Type |

collagen- new bone deposited in the largest area of the defect.

Clinical evaluation

The effect of biomaterials in the healing of the wounds was assessed by analysis of
macroscopic photos of the surgical site. The gingival healing was evaluated by 3 calibrated
examiners, according to previously defined scores: 1. Maximum of 1/3 of healing wound:
most of the operated area is occupied by granulation tissue; 2. Gingival epithelialization in a
maximum 2/3 of the operated area; 3. Epithelialization over 2/3; 4. Epithelialization complete
(Fig.2). An examiner standard (gold standard) carried out the training of examiners. To obtain
the image, the animals were anesthetized with half the dose of anesthetic, sufficient to
immobilize animals and to allow the mouth to open, with the aid of intraoral retractors.
Photographs were taken with a macro lens (Leika) of a Panasonic DMC-TZ3, Lumix camera,
without the use of flashes, at a standard distance of 5 cm from the object of study.

[Figure 2]
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Statistical analysis

Given the normality and homoscedasticity assumptions (Liliefors and Bartlett tests,
respectively), the data were subjected to one-way ANOVA followed by the Bonferroni
multiple comparison test. Data were submitted to STATA software (Data Analysis and
Statistical Software, version 10.1). Differences between groups were considered significant

for a probability of less than 5% significance (P<0.05).

Results

Clinical - Macroscopic evaluation

The macroscopic aspect of healing wounds was assessed at 7 and 21 days. The hyaluronic
acid (HA) was effective as an adjuvant in the initial phase of healing (7 days) when compared
to control/CO (blood clot) and chitosan-gelatin groups (CG and HA+CG). On the other hand,
the presence of chitosan inserted into bone defects did not affect gingival healing, being
similar to the closing of the control group at day 7 (Fig. 3). On day 21, there were no
statistical differences between groups. Here, all treatment had scores between 3 and 4, similar

to the control group (Fig. 3).

[Figure 3]

Histomorphometric evaluation

At 7 days the bone deposition was minimal in all groups, regardless of treatment. Although
the HA+CG group showed a statistically greater collagen deposition in this period, it did not
exceed the limit of 1% of new bone formation (Fig. 4). On day 7, as observed in all groups,
the defects were filled with fibrin network. The epithelial tissue was still interrupted (open)
and the cavitary walls showed signs of bone resorption (Figs. 5a, 5b). In groups CG and
HA+CG the chitosan-gelatin matrix had their pores filled with cell debris, fibrin and blood
clot (Fig. 5b). At 21 days, better results were observed in bone defects treated with HA or CG
(Fig. 4). However, histological evaluation revealed differences in the level of maturation and
distribution of collagen in these groups. Bone deposition in HA, such as the control group
(CO), was concentrated in the deepest part of the defect and showed mature trabeculae, thick

and well delineated, suggesting the conclusion of the repair process (Fig. 5c, 5e). In group
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CG, the area of new bone formation was more extensive. Although immature, areas of new
collagen deposition filled most of the defect, closely associated with the blades of chitosan,
suggesting the continuity of the repair process (Figs. 5d, 5f, 5g). At 21 days, the amount of
chitosan observed in the HA+CG group was sharply smaller, suggesting a faster degradation
of the biomaterial when combined with hyaluronic acid (Fig. 6b). A common feature in
groups CG and (HA+CG), was the fusion of layers of chitosan, which apparently precedes the
degradation process of the biomaterial (Fig. 6¢). The epitelial tissue was in the final stages

of healing in most samples (score 3-4).

[Figures 4, 5, 6]

An interesting finding was that the three-dimensional structure of chitosan-scaffold, present
in the CG group, appeared to contain the epithelial migration toward the interior of the bone
defect (Fig. 7). In some cases, this effect could be clinically observed in the volume of
mucosa covering the surgical site (Fig. 7c).

Histological features indicative of the biocompatibility of chitosan were observed in
sections stained with H&E (Fig.8). The rest of biomaterial was observed in loose connective
tissue, however there were no signs of inflammation or fibrous tissue encapsulation of
implant. Pores of the scaffold were invaded by native cells of connective tissue, suggesting a
chemotaxis action induced by biomaterial. These cells presented light nuclear
chromatin, suggestive of a high activity of RNA synthesis. Areas of neovascularization were
seen in close contact with the blades of residual chitosan (Fig. 8a.). At 21 days, some
resorptive multinucleated cells were observed close to chitosan laminae (Fig. 8b e c).

[Figures 7,8]

Discussion

In this study we demonstrated the effects of chitosan-gelatin (CG) and hyaluronic acid (HA)
in the healing of a large intrabuccal bone defect created in rat maxillas. We worked an
unprecedented bone defect model, yet unpublished in the literature. The model can be

considered feasible, reproducible and appropriate for studies in bone grafting in dentistry.
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However, all the pre- and post-operative care mentioned in methodology must be strictly
followed for the success of the technique.
In this study, we evaluated the effects of biomaterials in bone repair considering the periods
of 7 days and 21 days. These periods were selected taking as parameters the healing of dental
sockets of rats, when at 7 days is possible to observe the onset of bone deposition and at 21,
the alveoli are almost totaly filled by newly formed bone (Mendes et al., 2008). Our results
indicated that the period of 7 days is very early for evaluation of bone deposition.
Morphometric data showed a minimal collagen deposition, below 1% in this period, even in
control animals. Therefore, although statistical analysis has revealed a significantly higher
percentage of collagen in the treatment HA+CG, it is wise to say that the period of 7 days is
insufficient for evaluation this parameter. This period should be useful for evaluation of other
parameters indicative of bone repair, not evaluated in this study, such as the expression of
markers of osteogenic differentiation, phenotypic characterization of initial phases of the
inflammatory process or evaluation of the resorptive process that precedes the bone
deposition. On the other hand, the 7 day period is well suited for clinical evaluation-gingival
healing analysis as shown by our macroscopic evaluation. The treatment of the defects with
hyaluronic acid has promoted a breakthrough in gingival healing observed in the first
postoperative week. These data are consistent with previous data from the literature (Flavia et
al. 2008), mentioning the beneficial effects of hyaluronic acid as anti-inflammatory and assist
in the healing of soft tissues (Bansal et al. 2010). In dentistry, the initial closing of the lesions
is highly desirable for reducing the risk of contamination in the area operated from waste and
bacteria from the oral cavity. Although the chitosan-scaffold revealed no healing effect to the
gum tissue, presence of this biomaterial was not able to prevent the healing process evolution.
At 21 days, the healing was almost complete and the clinical aspects in all groups, CO, HA
and CGs, were quite similar; the level of healing gingival was between 3-4 for all groups.
Our study showed better results with the grafting of isolated HA and CG biomaterials. The
low immunogenicity and biocompatibility of chitosan-gelatin blend, commonly cited in the
literature (Huang et al. 2005, Khor et al. 2003), were confirmed by histological analyses of
bone defects. By 7 days after implantation, the ingrowth of cells could be seen even in the
most central area of the scaffold, as well as the characteristic acute inflammatory phase.
Neither necrosis of the area surrounding tissues or scaffold encapsulation was observed up to
21 days, suggesting that CG was nontoxic and biocompatible matrix. These results are in
agreement with Miranda et al. (2011) that used the same formulation of chitosan-gelatin in the

evaluation of dental alveolar bone repair in rats. The authors used a natural and low-cost
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chitosan-gelatin blend scaffold, cross-linked by glutaraldehyde. Gelatin was employed as a
strategy for improvement of cell adhesion to scaffold surface, as described before (Yang
2001; Lawrence & Madihally 2008). Gelatin from animal sources presents type | collagen,
which is important to the formation of new bone from progenitor cells (Yang et al. 2004).
Gelatin is reported to improve the biological activity of chitosan, since the collagen amino
acid sequences of arginine-glycine-aspartate (RGD sequence) promote cell adhesion and
migration (Chang 2003; Huang et al. 2005).

In our assessment, the rest of CG-biomaterial remained until 21 days into connective tissue
without formation of fibrous tissue capsule, a negative aspect described in literature for other
biomaterials (Ashammakhi 2005; Zhu et al. 2006). The chitosan layers were seen in close
association with the osteogenic cells. The adhesion and proliferation of osteoblasts on
chitosan corroborate previous in vitro studies that have as a great advantage of biomaterial in
therapies for bone tissue regeneration (Fakhry et al. 2004).

The resorption process of chitosan-gelatin seems to be consequence of a typical foreign body
reaction, which evolves into a favorable implant-tissue interaction. The chitosan-gelatin was
progressively resorpted, with a slow degradation rate, and there was simultaneously a time
compatible replacement by bone tissue, as preconized for an ideal scaffold by Donzelli et al.
2007. Our histological analysis showed the presence of resorptive cells into scaffold pores in
both groups CG and HA+CG. These multinucleated giant cells were more numerous and
organized at 21 days. Interestingly, images suggestive of more accelerated degradation of
chitosan were observed in group HA+CG. The reduction of chitosan layers observed at 21
days, culminating in the reduction of the scaffold for osteogenic cells, can explain the lower
deposition of collagen found in the morphometric analysis of HA+CG samples. Further
studies should be conducted to evaluate the hypothesis if the presence of hyaluronic acid
should accelerate the degradation of chitosan. The use of hyaluronic acid improved bone
neoformation compared to the control group, as shown by morphometric evaluation on day
21. These results are in agreement with data of Mendes et al. (2008), which observed the
acceleration of bone deposition on the dental alveoli treated with HA. However, for the model
developed here, treatment with HA was not superior to treatment with CG in relation to the
percentage of collagen deposited in the same period. Both materials showed better results than
the control group. However, histological assessment revealed advantages of CG compared to
the HA in terms of healing area extension and contention of epithelial invasion. Bone
deposition in group HA was concentrated in the deepest area of the defect and presented

outlined, thick mature trabeculae. In the CG group, the neoformation area occupied the major
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part of the defect. In addition, the collagen matrix had an immature aspect suggesting an
intermediate phase of the bone repair process. This finding suggests the continuity of the
process for later formation of trabeculae across the defect. Added to this, the great advantage
of the CG relative to HA was due to the difference in mechanical properties of these
biomaterials. The micro-architecture of the gelatin-chitosan matrix is capable of supporting
the oral mucosa and prevents the precocious migration of epithelial tissue into the defect,
preserving the bone volume. Hence, this biomaterial also attends to Guided Bone
Regeneration (GBR) treatment (Retzepi & Donos 2010). The GBR biological rationale
advocated the mechanical exclusion of undesirable soft tissues from growing into the osseous
defect, thereby allowing only osteogenic cell populations derived from the parent bone to
repopulate the osseous wound space.

In conclusion, the novel model of intrabuccal bone defect opens important perspectives for
the testing of biomaterials in mouth of rats, animal models are of low cost and readily
available in research laboratories. Our results showed that chitosan-gelatin blend is a
biocompatible biomaterial, with slow degradation, which allows cell adhesion and
proliferation, desirable to fill bone injury. These aspects, added to its economic viability,
make chitosan-gelatin a suitable biomaterial for tissue bioengineering and a promising
strategy for bone restoration of more large defects in dentristry and regenerative medicine.
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Legends

Fig.1. Surgical procedures in vivo. (a) detachment of the gum tissue by sindesmotomy; (b)
luxation of upper 1st molar; (c) visualization of alveoli from distal roots; (d) creation of defect
with cylindrical diamond bur with irrigation and aspiration; (e) cavitary inspection to evaluate
absence of perforation and complete removal of the alveolar walls; (f) preparation of CG
disks; (g) insertion of biomaterial; (h) coaptation of the edges of mucosa; (i) suture.

Fig.2. Scores for macroscopical evaluation. (a) Oral cavity with the standoffs for
photographic shots; (b) score 1 - Maximum 1/3 of the healing gingival. Most of the wound
occupied by granulation tissue; (c) score 2 - Epitelization gingival until 2/3 of the operated
area; (d) score 3 - more than 2/3 of healing; score 4 - complete healing.

Fig.3. Comparison among means of scores of gingival healing. (a) Wound healing on 7 days.
Treatment with HA improve the gingival epithelization [HA>CO=CG=(HA+CG)]; (b)
Wound healing at 21 days after surgical procedure, without statistical differences. [HA=
CO=CG=(HA+CG)]. Data are shown as mean +S.E.M. * Statistical difference. One-way
ANOVA followed by the Bonferroni multiple comparison test.
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Fig.4. Effects of different treatments on collagen deposition at 7 and 21 days after surgical
procedures. Quantification of new bone formation evaluated by type | collagen percentage at
(@) 7 days and (b) at 21 days. The percentage of collagen | was higher in defect treated with
HA+CG at 7 days [(HA+CG) > (CO=CG) > HA]. 21 days, the collagen deposition was higher
in CG and HA groups [(HA=CG) > CO=HA+CG]. Data are shown as mean +S.E.M. * #
Statistical difference. One-way ANOVA followed by the Bonferroni multiple comparison
test.

Fig.5. Representative histological images of bone repair at 7 or 21 days after surgical
procedures. (a) representative images of CO and HA groups at day 7. In both, the defects
were filled by blood clot without bone deposition; (b) representative image of CG or HA+CG
groups at day 7. Layers of biomaterial shown in red with fibrine clot inside pores of chitosan.
(*) areas of bone resorption. (c) Representative images of bone repair in control group at 21
days. Bone deposition concentrated in the deepest area of the defect. (d) Histological aspect of
bone repair in CG group at 21 days. The biomaterial occupies the largest area of the defect (in
red) intercalated with newly deposited collagen matrix. (e) Histological aspect of new bone
from both CO and HA groups (21d). Note thicker trabeculae and smaller marrow spaces when
compared with CG/ HA+CG groups shown in (e). (f) Detail of collagen deposition (arrows)
between residual sheets of chitosan (Group CG). Gomori’s Trichrome. (a-d) Original
magnification x4. (e-g) Original magnification x10.

Fig.6. Histological aspect of chitosan degradation at 21 days. (a) CG-group. Sheets of
biomaterial (red) scattered throughout repair area (b) HA+CG group. Fragments of chitosan
seen in small islands surrounded by connective tissue. Original magnification x10. (c) Fusion
of layers of chitosan appears anticipate degradation process of biomaterial. Gomori’s
Trichrome. Original magnification x 20.

Fig.7. (a) Representative histological image of epithelial healing in HA/CO-group at 21 days.
Note the epithelial folding (arrow) toward into defect. (b) The three-dimensional structure of
chitosan-scaffold (*) in CG or HA +CG groups appears to contain epithelial invasion toward
the interior of the bone defect; Gomori’s Trichrome. Original magnification x4. (c)
Macroscopic aspect of gingival healing in HA (left) and CG group (right) after 21 days of
procedure.

Fig.8. Histological evaluation of chitosan-gelatin biomaterial. Day 21. (a) Integration of
chitosan with cells and vessels (V) of connective tissue. (b-c) Adhesion and proliferation of
cells on the blades and pores of biomaterial. These cells exhibit light nuclear
chromatin suggestive of high synthetic activity (arrows). Note the vascular neoformation (V)
between layers of chitosan. H&E. Original magnification x40. (d-e) Resorption of residual
chitosan-gelatin scaffold by multinucleated giant cells. (d) H&E. Original magnification x20.
(e) H&E. Original magnification x40.
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RESUMO

N

A reconstrucdo de defeitos 6sseos em Odontologia € um pré-requisito a reabilitagcdo funcional do
sistema estomatognatico. A insercdo de biomateriais visa otimizar o reparo 0sseo abreviando o
periodo de cicatrizacdo e melhorando os aspectos qualitativo/quantitativo dos tecidos neoformados.
Biopolimeros naturais como a quitosana (Q) e o acido hialurénico (HA) tém sido propostos,
respectivamente, como suporte para cultura de células osteogénicas/ meio carreador de farmacos nos
procedimentos de bioengenharia tecidual e como molécula aceleradora do reparo ésseo. O presente
estudo tem como objetivo rever a literatura dos efeitos destes biomateriais no tecido ésseo.
UNITERMOS: Biomateriais, Acido hialurénico, Quitosana, Cicatrizacdo 6ssea.
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ABSTRACT

The reconstruction of bone defects in Dentistry is a prerequisite for functional rehabilitation of
the stomatognathic system. The insertion of biomaterials aims to optimize bone repair
shorten the healing time and improve aspects of quality / quantity of newly formed tissue.
Natural biopolymers such as chitosan (Q) and hyaluronic acid (HA) have been proposed,
respectively, as support for osteogenic cell culture, a medium/ carrier of drugs in
bioengineered tissue procedures and as an accelerator molecule of bone repair. The present

study aims at reviewing the knowledge of the effects of biomaterials in bone tissue.

UNITERMS: Biomaterials, Hyaluronic acid, Chitosan, Bone healing.
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INTRODUCAO

Em odontologia, a reconstrucdo 6ssea € muitas vezes 0 pré-requisito
essencial a reabilitacdo funcional e estética do sistema estomatognatico,
especialmente na corregcdo de perdas por traumas ou mudancas atréficas do
processo alveolar dos maxilares (Wiltfang et al., 2004). A recuperacao da estrutura
O0ssea perdida, mesmo aquelas atroficas, consequentes de perdas dentarias, pode
demandar a realizacdo de cirurgias de enxerto 6sseo ou insercdo de biomateriais
(Arosarena & Collins, 2005; lzuka et al., 2005).

Ha tempos, o tecido 6sseo de origem autdgena vem sendo considerado o
material “gold standard” (padrdo-ouro) de enxertia nas cirurgias 0sseas
reconstrutivas (Burchardt, 1983). Todavia, sua escolha apresenta como
desvantagens a viabilidade da area doadora, morbidade e imprevisibilidade no
processo de reabsorcdo do enxerto (Johansson et al., 2001; Nkenke et al., 2001;
Springer et al., 2004). Recentes avancos em biotecnologia tém propiciado a clinica
cirdrgico-odontolégica o acesso a uma diversidade de biomateriais para enxertia e,
em alguns casos, possibilitado a insercdo precoce de implantes bucais. Contudo, a
busca por um material ideal para enxertia 6ssea permanece como um grande
desafio (Wong & Rabie, 2005).

Pesquisas com proteinas e carreadores para fatores de crescimento em sitios
cirirgicos tém revelado perspectivas positivas para a aceleracdo da deposicao
Ossea. Entretanto, o alto custo de producdo e os resultados ainda imprevisiveis
constituem alguns dos obstaculos para sua implementacéo clinica (Esposito et al.,
2006; Hallman & Thor, 2008).

Estudos recentes tém demonstrado o potencial osteoindutor do &cido
hialurbnico (Hialuronana = HA) e a possibilidade de sua utilizacdo como um
coadjuvante terapéutico em odontologia. O tratamento de alvéolos dentarios de ratos
com HA promoveu a cicatrizacdo da area lesada apos exodontias especialmente por
acelerar a deposicdo O0ssea e a expressdo de proteinas osteogénicas como a
osteopontina (OPN) e a proteina morfogenética do osso tipo-2 (BMP-2) (Mendes et
al., 2008; 2010).

Por outro lado, alguns biomateriais, tém se destacado por seu potencial
osteocondutor. Estes sdo elaborados como matrizes tridimensionais que servem de

suporte estrutural (scaffold) e guias para o direcionamento da proliferagdo de células
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osteogénicas visando a reconstrucdo tecidual Ossea (Abarrategi et al., 2008;
Bhattacharyya et al., 2008; Sitharaman et al., 2008; Silva et al., 2009; Tutak et al.,
2009). Matrizes tridimensionais a base quitosana tém chamado a atencdo dos
pesquisadores pela possibilidade de associacdo com substancias que favorecem a
formacéo 6ssea (Medrado et al., 2006). Este biopolimero natural apresenta algumas
propriedades fundamentais para a engenharia tecidual como biocompatibilidade e a
biodegradabilidade (Senel et al., 2000).

A guitosana tem sido extensivamente estudada como suporte para cultura
celular, configurando-se como uma matriz tridimensional adequada a adesao celular
(Seol, 2004), visando o posterior transplante do tecido construido in vitro (Li et al.,
2010; Costa-Pinto; Reis; Neves, 2011; Im et al., 2012) para sitios receptores in vivo
(Costa-Pinto et al., 2012). Associa¢cfes da quitosana com outras moléculas como
hidroxiapatita, colageno, acido hialurénico e outros polimeros tém sido testadas
visando a melhorar as propriedades biol6gicas da quitosana e sua performance para
a engenharia de tecidos in vitro (Shi et al., 2005; Stephan et al., 2010, Yang et al.,
2010; Coimbra et al.,2011a, b).

O presente estudo tem como objetivo rever a literatura sobre os efeitos do
acido hialurénico e da quitosana no tecido 6sseo.

REVISAO DE LITERATURA

PERDA OSSEA — METABOLISMO OSSEO

A populacdo brasileira com faixa etaria entre 35 e 44 anos apresenta em
meédia, 13,2 dentes perdidos, enquanto nas faixas mais altas, 65 a 74 anos
aproximadamente 25,8 dentes ja foram perdidos (Ministério da Saude, 2005). A
perda precoce dos dentes tem como causas principais traumas (Andreasen &
Andreasen, 1991), a doenca carie dentaria e a doenca periodontal (DP) (Frazdo et
al., 2003). Medidas preventivas como a fluoretacdo da agua, o melhor acesso da
populacdo as informacdes em relacdo a carie dentaria e a ampliagdo dos servigos
de atencao a saude bucal tém propiciado a reducdo da prevaléncia desta doenca em
nossa populacéo (Ministério da Saude, 2005). Entretanto, em virtude do declinio da
ocorréncia de caries, aumenta a perspectiva da manutencdo de um maior nimero de

dentes na cavidade bucal e, consequentemente, pode-se esperar um incremento na
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prevaléncia da DP (Meneghim et al., 2002). A doenca periodontal € uma condi¢cao
inflamatéria de origem bacteriana caracterizada pela destruicdo progressiva dos
tecidos periodontais: gengiva, ligamento periodontal, cemento e o0sso alveolar. A
evolucdo do processo inflamatorio afeta os tecidos de suporte do dente, levando a
perda 6ssea, com formacdo de bolsa periodontal e possibilidade de perda do
elemento dentario (Lindhe, 1999). Nestes casos, a utilizacdo de implantes tem se
tornado uma alternativa de sucesso para reabilitar as areas edéntulas. Entretanto,
DP e auséncia de dentes por um periodo prolongado acarretam um processo de
reabsorcdo Ossea dos maxilares extremamente prejudicial & reconstituicdo da
funcdo dentaria por meio dos implantes (Bodic et al., 2005).

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo especializado, caracterizado pela
mineralizacdo da sua matriz organica (Lindhe, 1999). A matriz organica do tecido
0sseo € composta de fibras colagenas, proteinas ndo-colagenosas e proteoglicanas
além de uma matriz extracelular mineralizada constituida por cristais de
hidroxiapatita (Yamoto et al., 2002).

A formacédo 6ssea é um processo de remodelamento dinamico e continuo que
€ normalmente mantido numa conjuncdo balanceada entre reabsor¢cdo de 0sso
danificado ou velho e a formacdo de osso novo. Esta se da através de dois
principais processos: a osteopoiese que é a proliferacdo e diferenciacdo de células
osteoprogenitoras da medula éssea em osteoblastos (incluindo os estagios de pré-
osteoblastos e ostedcitos), e a osteogénese reconhecida como a deposicao de novo
osso (Long, 2001).

A cicatrizacdo normal do 0sso, ap0s injarias, € caracterizada por acdes
integradas de diferentes células e pode ser dividida em fases sequenciais de
inflamacé&o, migracao, diferenciacédo e proliferacdo de células osteogénicas (Sasaki
& Watanabe, 1995; Siqueira Jr. & Dantas, 2000), sintese de matriz extracelular
(MEC), mineralizagdo do osteoide, maturagdo e remodelacdo 6ssea (Lalani et al.,
2005). O reparo tecidual inicia-se com a hemostasia, responsavel por bloquear a
perda de sangue através de vasos rompidos (Siqueira Jr. & Dantas, 2000).

No alvéolo dentario observa-se ossificagdo do tipo intramembranosa
(Kanyama et al., 2003; Shyng et al., 1999). Ap0s a extracdo de um dente, a
formacdo de um coagulo sanguineo no alvéolo dentario é um passo fundamental
para as fases subsequentes do reparo (Yugoshi et al., 2002). A formacédo da rede de

fibrina auxilia inicialmente o influxo de neutrofilos, macrofagos e linfocitos,
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caracteristicos da resposta inflamatéria aguda (Siqueira Jr. & Dantas, 2000), bem
como possibilita a invasdo de fibroblastos e células endoteliais, presentes no
ligamento periodontal remanescente (Yugoshi et al., 2002). O ligamento periodontal
contém uma mistura de populacbes celulares incluindo progenitores para
osteoblastos (Devlin & Sloan, 2002), cementoblastos e fibroblastos, essenciais para
remodelacdo e formacao Ossea inicial em processos de cicatrizacdo alveolar (Lekic
et al., 1997).

O coagulo é progressivamente reabsorvido quando é invadido por fibroblastos
derivados do ligamento periodontal, que proliferam ativamente e migram em direcao
a ele, formando um tecido conjuntivo imaturo. Posteriormente, diferenciam-se em
osteoblastos responsaveis por produzir novo tecido 6sseo durante a cicatrizacdo
alveolar (Tedfilo et al., 2001). As fibras colagenas inicialmente depositadas formam
uma trama preliminar na qual ocorre a deposi¢cdo de osso neoformado (Shyng et al.,
1999).

Osteoclastos atuam na remodelacdo 6ssea das margens do alvéolo e dos
septos inter-radiculares remanescentes, presentes ap0s a extracdo de dentes
multiradiculares. Por fim, os eventos de cicatrizagdo alveolar culminam no
preenchimento do alvéolo com tecido 6sseo trabecular (Devlin & Sloan, 2002).

Grande parte da dindmica do reparo do 0sso alveolar apds as exodontias vém
de estudos realizados em animais. O o0sso alveolar de ratos tem sido
freqientemente utilizado como modelo porque tem um balanco entre a reabsorcao
O0ssea e a formacdo além de uma alta taxa de turnover 6sseo (Vignery& Baron,
1980). Outras investigacfes simulam os defeitos dsseos intrabucais mais amplos,
como exemplo, as fraturas mandibula, os multiplos implantes ou os enxertos 6sseos

em maxilares de cdes ou maxilares de primatas (Lynch et al., 1991; Kim et al., 2005).

BIOMATERIAIS A BASE DE QUITOSANA E ACIDO HIALURONICO

Os biomateriais usados como alternativas aos enxertos 0sseos devem
apresentar, além de biocompatibilidade e biodegradagéo, algumas caracteristicas,
como osteoconducao e osteoinducdo. Um biomaterial ou matriz ideal deve permitir
gue as células se infiltrem e produzam novo 0sso por meio de uma cicatrizacao
osteocondutora. Adicionalmente, podem estimular, por moléculas bioativas, a
diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, promovendo a reparagao

0ssea por osteoinducdo (Chesmel et al., 1998). Outras propriedades sdo também
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desejaveis como porosidade, com interconexao entre 0s poros e integracdo com o
tecido do hospedeiro.

A quitosana é um biopolimero hidrofilico obtido a partir da quitina, material
existente principalmente nas carapacas de crustaceos, e que, representa o segundo
polimero mais abundante na natureza (Spin-Neto et al., 2008). Esta tem sido
indicada como um biomaterial com diversas aplicagfes na agricultura, na industria
de alimentos e, recentemente, na area medica (Singla et al., 2001). Testes clinicos,
realizados com materiais a base de quitosana, ndo reportaram nenhuma reacao
alérgica ou inflamatoria ap6s sua implantacéo, injecdo, aplicacao tépica ou ingestédo
pelo corpo humano (Chatelet et al., 2001).

A quitosana, a 2-amino-2-deoxi-D-glicose € um biopolimero natural em
evidéncia para a construcdo de matrizes. Apresenta biocompatibilidade, excelente
propriedade umectante, capacidade de estimular a proliferacdo celular e promocgéao
da cicatrizacdo de lesBes. Caracteristicas como baixo custo, disponibilidade e
biodegradabilidade sdo também algumas de suas propriedades fundamentais (Senel
et al., 2000; Huang et al., 2005).

Na area odontologica sua utilizagdo inicial foi na forma de gel para o
preenchimento de defeitos 6sseos periodontais (Spin-Neto et al., 2008) e/ou como
agentes carreadores de compostos biologicamente ativos, incluindo moléculas ou
substéancias que favorecem a formacéo 6ssea (Medrado et al., 2006), principalmente
guando se necessita de liberacdo lenta e controlada. A associacdo da quitosana
com alguns compostos biologicamente ativos tem sido proposta. Dentre essas
associacles, a gelatina, material natural, elastico e macio, constituido basicamente
de colageno desnaturado, tem sido sugerida para esse tipo de blenda, visando
melhorar as propriedades quimicas e fisicas das membranas de quitosana. A
integracdo entre gelatina e quitosana reduz a rigidez da membrana e pode também
melhorar suas propriedades bioldgicas (Zhu et al., 2006). A gelatina, obtida a partir
de fontes animais, apresenta colageno do tipo I, que € importante para a formacgéo
de 0sso novo a partir de células progenitoras. Dessa forma, o colageno, considerado
uma proteina de adesao, prové a ancoragem de células, a tracdo para a migracéo e
os sinais de polaridade e diferenciacéo (Yang et al., 2004). De fato, estudos como de
Machado e colaboradores (2007) utilizando matrizes porosas de quitosana, gelatina
e condroitina evidenciaram a diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em

células de linhagem osteogénica in vitro. Estudos in vivo tém comprovado as
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vantagens da mistura quitosana-gelatina para adesdo das células osteogénicas e
como um material adequado ao preenchimento de cavidades ésseas. Miranda et al.
(2011, 2012) cultivaram células tronco mesenquimais, obtidas de medula ésse de
ratos, em scaffolds tridimensionais de quitosana-gelatina. Nos experimentos in vitro,
os autores verificaram a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo das células tronco,
cultivadas na matriz de quitosana-gelarina, em células osteogénicas (Miranda et al.,
2011). Posteriormente, os autores transplantaram o tecido construido in vitro
(“construto”) para alvéolos dentarios de ratos e observaram a migragdo e perfeita
integracdo das células transplantadas com as células do sitio receptor (Miranda et
al., 2012).

Respectivamente, os parametros clinicos e histologicos de diminuicdo de
profundidade de sondagem e preenchimento de lesbes 6sseas decorrentes do
avanco da doenca periodontal também tém sido relatados quando da aplicacdo da
guitosana nos principios da regeneracao tecidual guiada (Akncbay et al., 2007;
Muzzarelli et al., 1994; Park et al., 2003). Outros promissores estudos de materiais a
base de quitosana refere-se a sua atuacdo como carreador de materiais
biologicamente ativos, como as proteinas morfogenéticas 6ssea (BMP) ou fatores de
crescimento vascular, contribuindo para o reparo dos tecidos periodontais (Madihally
et al., 1997; Zangh et al., 2006).

Um outro biomaterial tem, do mesmo modo, despertado interesse dos
pesquisadores da area de bioengenharia dos tecidos. Trata-se da hialuronana (HA),
também chamada de hialuronato de sodio ou acido hialurdnico (Aslan et al., 2006),
uma glicosaminoglicana de alto peso molecular (104-107Da), consistindo de
repetidas unidades dissacaridicas ndo-sulfatadas de N-acetilglicosamina e acido D-
glucorénico (Moseley et al.,, 2002, Prince, 2004). Esta molécula é amplamente
distribuida em tecidos como pele (Juhlin, 1997), fluidos das juncdes sinoviais,
revestimentos dos tenddes (Engstrom-Laurent, 1997; Fraser et al., 1997), olhos e na
maioria dos liquidos corporeos (Moseley et al., 2002; Prince, 2004), além de estar
presente em todas as matrizes extracelulares. A viscosidade da solucdo de
hialuronana 1% com peso molecular de 3-4 x 106Da é cerca de 500.000 vezes
maior que a agua (Fraser et al., 1997), sugerindo que possa ser um lubrificante
bioldgico ideal (Moseley et al., 2002). E uma molécula que atua na morfogénese
tecidual, migracdo, adeséo e diferenciacao celular (Aslan et al., 2006; Dechert et al.,

2006). Exerce influencia no comportamento celular pela interagcdo direta com
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receptores de superficie celular (Turley et al., 1991; Dechert et al., 2006),
especialmente CD44 (Lesley et al., 2000; Sugahara et al., 2003; Lesley et al., 2004)
e receptores para mobilidade mediada por Hyaluronana (Rhamm) (Toole, 1997;
Savani et al., 2001; Turley et al., 2002; Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et al., 2005).
Durante os processos de reparo 6sseo, o HA pode atuar na retencdo de fatores de
crescimento osteoindutores dentro do ambiente local, em virtude de suas
propriedades fisico-quimicas (Sasaki & Watanabe, 1995), além de mediar adeséo de
osteoclastos a superficie 6ssea (Prince, 2004), e acelerar a revascularizacao
(Giavaresi et al., 2005) e formacéo 6ssea in vitro (Pilloni & Bernard, 1998) e in vivo
(Sasaki & Watanabe, 1995).

Sua habilidade de ocupar grandes volumes da MEC faz com que o &cido
hialurénico atue como preenchedor de espacos (Pilloni & Bernard, 1998). Em um
modelo de formacao 6ssea intramembranosa in vitro, utilizando culturas com células
mesenquimais de calvaria de ratos, a hialuronana preveniu inicialmente a agregacao
celular, e sob estas condi¢des, ocorreu intensa migracao e divisao celular (Pilloni &
Bernard, 1998). Ap6s 48 horas, os primeiros fibroblastos formados e as células
mesenquimais indiferenciadas ainda presentes, secretaram hialuronidase,
responsavel pela remocdo natural da hialuronana. Os elementos celulares
apresentaram, neste momento, a quantidade necessaria de hialuronana para a
formacdo de pontes de ligacdo entre a hialuronana e seus receptores celulares, um
mecanismo importante na agregacao celular (Pilloni & Bernard, 1998).

Géis a base de HA tém sido utilizados em modelos de defeitos 0sseos,
isoladamente, ou como carreadores para BMP-2 (Itoh et al., 2001; Arosarena &
Collins, 2005), matriz 6ssea desmineralizada (Colnot et al., 2005), compdsitos de
hidroxiapatita (Bakos et al., 1999) e enxertos 0sseos (Giavaresi et al., 2005; Aslan et
al., 2006), além do tratamento de osteoartrites (Barbucci et al., 2002). Quando
introduzidos no defeito 6sseo, aumentam consideravelmente a eficacia de terapias
celulares por facilitarem a migracédo e diferenciacdo celular (Grigolo et al., 2001;
Lisignoli et al., 2002; Arosarena & Collins, 2005). A hialuronana exibe grande
potencial osteocondutor (Liu et al., 1999), entretanto, ndo é considerada por alguns
autores como osteoindutora, ja que o implante ectépico deste polimero ndo resulta
em neoformacdo Ossea (Arosarena & Collins, 2005). Sua utilizagdo apresenta boa
biocompatibilidade (Bakos et al., 1999; Liu et al., 1999), ndo sendo verificada

qualquer evidéncia de reacgédo tecidual ou inflamacao (Barbucci et al., 2002).
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CONSIDERACOES FINAIS

Com o aumento da idade média das populacdes, o diagnostico, o tratamento
e 0 monitoramento de doencas esqueléticas tornar-se-80 uma questao cada vez
mais relevante na area de saude (Christenson, 1997). Com o envelhecimento da
populacdo e aumento das perdas dentarias relacionadas a doenca carie e, em
especial, as doencas periodontais, tem crescido entre 0s pesquisadores e
profissionais da odontologia a busca pelo adequado suporte 0sseo visando as
reabilitacdes bucais, tanto por implantes quanto por proteses muco-suportadas, bem
como o restabelecimento das funcbes mastigatorias, estética e fonética. A falta de
tecido 6sseo é uma condicdo complicadora também para pacientes portadores de
grandes mutilacées, como perdas dentarias ou trauma mecanico, ou de alteracdes
do desenvolvimento embrionario, como fissuras labio-palatais. Em ambos os casos,
a busca por terapias alternativas para a otimizacdo do reparo 6sseo ou substituicdo
do tecido 6sseo representa um desafio para os pesquisadores. Nesse contexto, 0s
biomateriais utilizados na bioengenharia tecidual tém chamado a atencdo dos
pesquisadores como alternativas para a reconstituicdo de areas com perdas 6sseas
alveolares.

Por diversas razdes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, porosidade
e composicao quimica adequada a adsorcao, proliferacédo e diferenciacao celular, os
polimeros de quitosana vém sendo testados como biomateriais visando a
bioengenharia tecidual Ossea. Além disso, a quitosana € um produto
economicamente viavel e de grande disponibilidade (Skajak-Braek et al., 1989), uma
vez que é derivada da quitina, obtida do exoesqueleto de crustaceos (Madihally &
Matthew, 1999), um residuo comumente descartado pela industria alimenticia. A
quitina € um biopolimero natural biodegradavel, biocompativel, atéxico e pode ser
formulado de varias formas, incluindo pés, géis e filmes de acordo com a aplicacéo
desejada (Fakhry et al., 2004). A quitosana e alguns dos seus compostos foram
propostos para uma série de aplicacdes biomédicas, como sistema de liberacdo de
drogas e implantes de preenchimento (Madihally & Matthew, 1999). Ja foi
comprovada a adeséo e proliferacdo de osteoblastos a quitosana, indicando uma
grande vantagem deste biomaterial nas terapias de regeneracdo do tecido 0sseo

(Fakhry et al., 2004). Apesar disso, pouco foi estudado no intuito de se explorar a
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quitosana no paradigma da engenharia tecidual em Odontologia (Madihally &
Matthew, 1999).

O acido hialurénico (HA) é uma molécula altamente biocompativel, testada e
utilizada em outras especialidades médicas em humanos, tais como em cirurgias
ortopédicas (Aydogan et al., 2008) e de estética (Fedok, 2008). Existe uma
tendéncia de se usar os componentes nativos da matriz extracelular do osso na
producdo de matrizes.

A possibilidade de sucesso do tratamento de defeitos ésseos, e outras
aplicacfes clinicas, com a associacao entre o 4cido hialurdnico e quitosana-gelatina
pode representar um grande avango para as terapias de reconstrucdo, pois estes
sinalizam com a capacidade de reduzirem o tempo de cicatrizacdo apos
procedimentos cirdrgicos e/ou possibilitar maior preservacao da estrutura éssea dos
maxilares apés as exodontias. Finalmente, deve-se salientar que os biomateriais
apresentam custos relativamente baixos, 0 que vai de encontro aos objetivos das

politicas de saude publica, como uma opcao terapéutica de grande alcance social.
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Resumo: Pesquisas visando a aceleracdo do reparo 6sseo em Odontologia tém sido extremamente valorizadas.
O tecido 6sseo é de fundamental para o restabelecimento da funcdo mastigatoria dos pacientes, como apoio
para proteses ou implantes. A maioria dos estudos utilizam modelos de defeitos dsseos intra-bucais
desenvolvidos em caes ou primatas, adequados pela facilidade de acesso cirdrgico intraoral. Mas, a utilizacdo
desses animais ¢ dificultada por questdes éticas, pelo custo e necessidade de biotérios especificos. Cirurgias
intrabucais em pequenos animais como camundongos, ratos e coelhos sdo limitadas pela pequena abertura dos
maxilares; dificil visualizagdo do campo cirurgico e espaco limitado para o sistema de irrigacdo e de
aspiracdo, fundamentais quando da utilizacdo de motores odontolégicos. Além disso, a necessidade de
protecdo dos tecidos moles- lingua, labios, bochechas, demanda méos auxiliares, tornando o campo visual
ainda mais restrito. O presente estudo apresenta o desenvolvimento de uma mesa cirlrgica com recursos
especificos para procedimentos intra-orais em animais de pequeno porte, aperfeicoando sua realizagdo de
forma segura, padronizada e em menor tempo, dispensando-se a necessidade de operadores auxiliares. O
modelo conta com uma plataforma (leito cirGrgico) removivel e esterilizavel, com possibilidade de aquecimento
e controle da temperatura; regulagem de altura e diferentes inclinagbes por meio de pés rosquedaveis;
mecanismo de sustentacdo e fixacao atraumatica dos animais; suporte inteligente para instrumentais cirdrgicos
e/ou afastadores intraorais permitindo indmeros giros, posi¢des de altura e diferentes angulagens dos mesmos.
Pesquisadores odontélogos e profissionais da engenharia mecanica contribuiram para o desenvolvimento do
projeto, com apoio financeiro da Fapemig. O depdsito de pedido de patente no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial foi realizado por meio do CTIT/UFMG, sob n® 014110002397. A matéria tratada
representa um avango metodolégico e abre perspectivas promissoras para inimeros estudos em cavidade oral
ou fora dela, em animais de pequeno porte, modelos de baixo custo e facil disponibilidade.

Palavras-chave: Bioengenharia; Mesa cirurgica; Pequenos animais; Defeitos 6sseos; Odontologia.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para a Odontologia é a reposicdo do tecido dsseo, essencial para o
restabelecimento da funcdo mastigatoria dos pacientes, seja por préteses ou por implantes dentarios. Nesse
sentido, as pesquisas que tratam de alternativas para a aceleracdo da cicatrizacdo 6ssea ou da reposi¢do do tecido
0sseo, como a avaliacdo de diferentes tipos de enxertos, biomateriais, células tronco e osteogénicas para
bioengenharia tecidual dssea, tém sido extremamente valorizadas (Healy e Guldberg, 2007; Matsuno et al, 2010,
Szpalski et al., 2010) A validagdo cientifica do uso de biomateriais como substitutos 6sseos requer a avaliagdo do
seu comportamento biolégico em modelos animais. Alguns defeitos dsseos tém sido experimentalmente
desenvolvidos in vivo para fins de pesquisa sobre a regeneracdo dssea. Entretanto, é importante considerar nos
estudos de reparo/enxertos 6sseos, 0s sitios cirdrgicos envolvidos; ou seja, as areas doadoras e receptoras criadas
nos modelos animais. Preferencialmente, os sitios receptores devem ter a mesma origem embrionaria das areas
doadoras. Em se tratando dos defeitos dsseos cranio-faciais e maxilares, considera-se como condicdo ideal
trabalhar com modelos 6sseos de mesma origem embrionaria; ou seja, de origem intramembranosa. Esta
condicdo justifica-se pelo tipo de neoformacdo de osso alveolar, tecido 6sseo que suporta os dentes nos
maxilares, o que ocorre por ossificacdo intramembranosa. Por meio desse processo de ossificacdo, ocorre um
padréo direto de deposicdo dssea a partir do mesénquima (Brugnami et al., 2010). Os modelos de defeitos 6sseos
mais usualmente empregados em pesquisas, incluindo os estudos sobre a aplicabilidade dos biomateriais ou dos
enxertos em odontologia, séo criados em tibias, em fémures e em calota craniana de ratos e de coelhos. Desses,
somente a calvaria possui a desejavel origem intramembranosa (Berglundh et al., 2003). O processo de
cicatrizacdo 6ssea nos 0ssos fémur e tibia progride por ossificacdo endocondral, diferente do que ocorre nos
maxilares.

Além da importancia da origem embrionaria dos sitios de reparo Gsseo, outros fatores diretamente
relacionados ao sitio cirrgico, como as caracteristicas do meio bucal podem influenciar na evolugéo do processo
cicatricial e interferir na interpretacdo dos resultados. Defeitos 6sseos criados em tibias, fémures e calvarias
constituem sitios cirdrgicos extra-orais, portanto, livre de fatores como bactérias, fluxo salivar, alteracdes de pH
e de forcas mastigatorias, o que inviabiliza a extrapolagdo direta dos resultados para clinica odontoldgica.

Alguns estudos que simulam os defeitos dsseos, como exemplo, as fraturas de mandibula, os multiplos
implantes ou os enxertos dsseos em bloco tém utilizado modelos de defeitos 6sseos criados nos maxilares de
cdes ou maxilares de primatas (Lynch etal, 1991; Kim et al., 2005). Tais animais constituem modelos
adequados para cirurgias intraorais, devido ao amplo campo visual, com acesso cirlrgico direto e com a
utilizagdo dos recursos técnicos similares aos disponibilizados na clinica odontoldgica (Elsalanty et.al, 2009;
Barone et al., 2011; Giannobile et al., 1994; Zhou et al., 2010). Entretanto, ndo representam uma realidade
acessivel a maioria dos laboratérios de pesquisa cientifica, tanto por questfes éticas, quanto pelo custo e pelas
condicBes especificas de manejo e espago para manutencdo desses animais em biotério. Poucos estudos intra-
orais tém sido realizados em animais de pequeno porte, ratos e camundongos, modelos de baixo custo e mais
acessiveis aos laboratérios de pesquisa na area da Odontologia. Possivelmente, uma das razfes para a deficiéncia
de estudos em defeitos dsseos intraorais nesses modelos experimentais decorre da dificuldade técnica para a
realizacdo dos procedimentos intraorais em animais de pequeno porte. De fato, o acesso intraoral aos maxilares
de ratos, camundongos, coelhos, especialmente quando o procedimento cirlrgico exige o corte por instrumentos
rotatorios elétricos sob irrigagdo, é limitado por alguns fatores, tais como:

e Limitada abertura dos maxilares, com dificil visualizacdo do campo cirdrgico intraoral;

e Necessidade de um sistema de irrigacdo e de aspiracdo continua com soro ou solucdo salina
simultaneamente a utilizacdo dos motores cirdrgicos utilizados na criacdo de defeitos dsseos;

e Necessidade de afastamento e de protecdo dos tecidos moles, para evitar acidentes iatrogénicos como a
dilaceracao tecidual de tecidos periodontais, lingua e mucosa labial e jugal (bochechas); e,

e Necessidade de suporte, apoio ou fixacdo da cabega do animal a fim de permitir o acesso intraoral de
instrumentos cortantes (mecanicos ou elétricos) com seguranga.

A necessidade de muitos aparatos e de mdos auxiliares para sustentar os aparelhos e os instrumentais
indispensaveis aos procedimentos como fonte de luz, irrigagdo, succdo, afastadores de tecidos, dificultam a
realizacdo de cirurgias intraorais em pequenos animais. Cirurgias que demandam a utilizacdo de equipamentos
odontoldgicos elétricos, micromotores giratdrios como contra-angulos e canetas de alta rotacdo, sdo ainda mais
criticas. O campo visual para 0 acesso as estruturas 6sseas intraorais fica extremamente limitado, prejudicando o
trabalho padronizado e seguro para os animais. Atualmente, com a regulamentacdo dos Comités de Etica em
Pesquisa Experimental, os pesquisadores precisam estar atentos ndo somente aos procedimentos cirdrgicos, mas
também ao conforto e seguranca dos animais, evitando a manipulagcdo excessiva dos mesmos. Tem sido
recomendado que as técnicas cirdrgicas em qualquer modelo animal experimental, incluindo roedores, sejam



96

realizadas com o maximo de agilidade, seguranca para os animais e em condigdes assépticas (Committee on
Infectious Diseases of Laboratory Rats and Mice, I.L.A.R., 1992). Obviamente, experimentos sem perspectiva de
resposta, mal planejados ou que determinem o sofrimento, a mutilagdo e a morte desnecessaria de animais,
devem ser condenados (Marques et al., 2005). Ao contrério, a utilizacdo de instrumentos, equipamentos, recursos
técnicos que viabilizem procedimentos cirargicos de modo eficiente e seguro para 0s animais tem sido
estimulada. Nesse sentido, alguns modelos de mesas ou de plataformas cirdrgicas vém sendo propostos e
disponibilizados comercialmente, conferindo uma série de beneficios e recursos facilitadores que visam
minimizar o tempo cirdrgico, propiciando conforto e seguranca para ambos, operador e animal experimental. O
presente estudo, valendo-se dos principios basicos da engenharia mecanica, apresenta um modelo de mesa
cirGrgica inédito pela somatoria de recursos e aplicagcBes voltadas para cirurgias gerais e odontologicas em
animais de pequeno porte. O modelo é indicado para qualquer tipo de intervencéo intra ou extra-oral, para
procedimentos dos mais simples como tomadas fotogréficas, dissecacGes anatdmicas ou simples coletas de
sangue aos procedimentos cirlrgicos mais complexos onde a precisdo e a reprodutibilidade sdo fundamentais
para a pesquisa.

O presente estudo apresenta o desenvolvimento de uma mesa cirdrgica com recursos especificos para a
realizacdo de procedimentos anatdmicos, clinicos ou cirtrgicos em animais de pequeno porte. Especificamente,
o dispositivo compreende uma mesa cirlrgica para procedimentos intraorais em animais de pequeno porte,
aperfeicoando sua realizagdo de forma padronizada, em menor tempo, dispensando-se a necessidade de
operadores auxiliares.

2. APLICAGAO DA MESA CIRURGICA PARA ANIMAIS DE PEQUENO PORTE

Diversos estudos e pesquisas envolvendo cirurgias em cavidade oral de animais de pequeno porte tém sido
realizados pelos pesquisadores/inventores utilizando a mesa cirdrgica. Dados publicados demonstram algumas
das indicacBes e aplicabilidade da mesa cirdrgica. Exodontias de molares de ratos seguida da insercdo de
biomateriais nos alvéolos dentérios, para avaliagdo do processo cicatricial e subseqliente reparo 6sseo € um
exemplo de sua aplicabilidade (Mendes et al., 2008). No estudo indicado, imediatamente apds anestesia e
posicionamento de ratos na mesa cirdrgica, os animais foram submetidos a extracdo dos primeiros molares
superiores. Em seguida, os alvéolos dentérios direitos foram tratados com gel de hialuronato de sédio a 1%,
enquanto os alvéolos esquerdos foram usados como controles. Os animais foram sacrificados apos 2, 7 e 21 dias,
quando as amostras dos maxilares foram processadas para analise histolégica e imunohistoquimica.

.Na mesma linha de pesquisa, Mendes et al., 2010 avaliaram o efeito da insercdo de nanotubos de carbono
isolados ou funcionalizados com hialuronato de sédio na cicatrizacdo 6ssea em alvéolos dentérios de ratos. O
objetivo do estudo foi avaliar se a funcionalizacdo dos nanotubos de carbono (NTC) com hialuronato de sédio
(HY) produziria um gel mais reforcado, com a manutencdo das propriedades do hialuronato de sodio isolado
(previamente avaliado), o qual apresenta fraca estabilidade. Como no estudo anterior (Mendes et al., 2008), os
animais foram anestesiados e posicionados em decubito dorsal sobre a mesa cirrgica para a exodontia dos
primeiros molares. Em seguida, os alvéolos foram tratados com nanotubos de carbono, com gel de hialuronato de
sddio 1% ou com nanotubos funcionalizados com hialuronato de sédio. A Figura (1) ilustra o exposto acima.

Figura 1. Procedimentos intra-bucais em ratos viabilizados pela mesa cirtrgica para animais de pequeno
porte.
1 - Extracao do 1° molar superior (seta) mostrado no canto superior esquerdo, apds exodontia, 2 - Acesso
aos alvéolos dentarios -cavidades 6sseas apds a remogdo dos dentes.

Ainda na linha de pesquisa de avaliacdo de biomateriais no modelo intrabucal de alvéolos dentérios,
Miranda et al. (2011) avaliaram o reparo dsseo, seguido do implante de esponjas de quitosana nas cavidades
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alveolares apds a exodontia dos primeiros molares superiores de ratos. Apo6s a avaliagcdo in vitro do
comportamento de células tronco mesenquimais (de medula dssea de ratos) cultivadas sobre o biomaterial de
quitosana associada a gelatina, os pesquisadores inseriram o biomaterial em alvéolos dentarios a fim de avaliar
sua biocompatibilidade e biodegradacéo in vivo. Os animais foram sacrificados apds 5, 21 e 35 dias.

Os recursos da mesa cirdrgica para procedimentos intra-bucais tém sido também utilizados em pesquisas
sobre o tracionamento ortodéntico. O tracionamento ortoddntico é geralmente um procedimento moroso e de alto
custo. Pesquisadores tém buscado estratégias para aceleracdo do processo de movimentacao dentaria, a partir da
ativacdo dos mecanismos de reabsorcdo e formacdo dssea. Uma das estratégias em estudo consiste na
administracdo local de fatores de crescimento relacionados ao metabolismo 6sseo. Buscando esclarecer o
possivel papel regulador do EGF (fator de crescimento epidermal) na remodelagdo 6ssea, Saddi et al. (2008) e
Alves et. al. (2009) avaliaram o efeito desse dessa molécula no tracionamento ortoddntico induzido em ratos. Os
autores utilizaram lipossomas como veiculos para a administragdo do EGF. Lipossomas sdo pequenas vesiculas
esféricas produzidas a partir de colesterol, esfingolipides, glicolipides e proteinas de membrana, utilizadas como
veiculos no transporte de produtos biologicamente ativos. Essas vesiculas tém sido utilizadas como carreadores
para uma grande variedade de moléculas, como drogas, proteinas, nucleotideos, uma vez que permitem a
liberacdo lenta e gradual dos produtos que transportam. O uso de lipossomas associados ao EGF no
tracionamento ortoddntico visava a permanéncia da molécula bioativa por um periodo mais longo, sem a
necessidade de administracdes diarias ou periddicas do EGF. Os animais foram posicionados na mesa cirdrgica
para a viabilizagdo dos procedimentos intrabucais de adaptacdo das molas e elésticos ortodonticos entre 0s
dentes 1os molares e incisivos superiores. A abertura da boca e a visualizagcdo do campo cirdrgico intrabucal s&o
etapas importantes para ambos, a colocacdo dos aparelhos de tracdo e para a administracao das drogas, realizadas
com uma microseringa, paralela a mucosa, adjacente aos dentes tracionados. A Figura (2) ilustra o exposto
acima.

Os animais foram sacrificados ap6s 5, 10, 14 e 21 dias da colocacdo dos aparelhos ortod6nticos, quando
foram realizadas medidas de deslocamento (movimentacdo dentdria) e andlises histologicas e
imunohistoquimicas. No primeiro estudo (Saddi et al., 2008) o objetivo foi avaliar a eficicia dos lipossomas
como veiculo para a entrega de EGF. No segundo estudo, em continuidade as avaliagbes de Saddi eu al (2008),
Alves et al., 2009 avaliaram o papel da administragdo desse fator de crescimento no tracionamento ortoddntico.
Os resultados revelaram que a administragdo do EGF exdgeno associado a vesiculas de lipossomas promove um
efeito adicional no nivel de osteoclastos recrutados, em comparacao a administracdo do EGF soldvel, produzindo
uma reabsorcéo 6ssea e consequente movimentagdo dentaria mais rapidas.

Figura 2. Procedimentos intra-bucais em ratos viabilizados pela mesa cirurgica para animais de pequeno
porte.
1 - Colocagdo de aparelho ortoddntico entre os incisivos e molares de ratos (seta), 2 - Administracao de
drogas via intraoral.

A manutencdo do tecido 6sseo dos maxilares é de fundamental importancia em Odontologia, pois o sucesso
das proteses e implantes dentarios utilizados no restabelecimento da funcdo mastigatoria de pacientes
desdentados, depende do volume de tecido 6sseo remanescente. Nesse sentido, indmeras pesquisas tém sido
realizadas no intuito de compensar perdas Osseas e otimizar o processo de reparo 6sseo apds cirurgias intra-
bucais. Entretanto, a maioria dos estudos em bioengenharia tecidual dssea tem avaliado biomateriais
osteocondutores e/ou osteoindutores em modelos de defeitos ésseos extra-bucais, possivelmente pelas
dificuldades técnicas encontradas no trabalho em boca de animais. A maioria dos estudos sobre reparo 6sseo
utiliza defeitos dsseos criados em tibias, fémures e calota craniana de ratos e coelhos. Tais modelos estéo livres
de fatores bucais que invariavelmente podem comprometer a interpretagdo dos resultados. A fim de contribuir
também nessa linha de pesquisa, um estudo piloto tem sido desenvolvido com o auxilio da mesa cirdrgica aqui
apresentada (Costa-filho et al., 2011).
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Nesse estudo, um defeito dsseo padronizado foi obtido cirurgicamente no maxilar superior de ratos, por via
intraoral, com a preservagdo da mucosa periodontal e dos tecidos moles adjacentes. O defeito foi criado na area
das raizes distais e mediais dos 1os molares superiores. Ap6s a exodontia desses dentes, o defeito é criado com
broca diamantada, adaptada a um micromotor odontolégico como indica a Fig. (3), sob irrigacdo com soro
fisioldgico estéril. O procedimento é realizado com suc¢do a vacuo das solucdes irrigadoras e com o auxilio de
afastadores intrabucais de ago inox, para protecdo dos tecidos moles. A cavidade padrdo obtida de 2,5 mm de
profundidade e 2,5 mm de didmetro permite que biomateriais de dimens@es padronizadas, sejam inseridos na loja
6ssea e contidos por meio de suturas como mostra a Fig. (4).

Figura 3. Utilizacdo da mesa cirurgica para criagdo de defeito 6sseo intra-bucal em ratos. 1 e 2 - Cria¢do
do defeito 6sseo intra-bucal com motor odontolégico.

e R 35 2

Figuras 4. Utilizacdo da mesa cirargica para criacdo de defeito dsseo intra-bucal em ratos.
1 - Imagem panoramica do defeito dsseo criado (seta), 2 - Aplicagdo de um biomaterial de preenchimento
3 - Biomaterial contido por meio de sutura.

Além dos procedimentos cirdrgicos, a avaliacdo clinica do processo de cicatrizagdo, ou seja, 0 nivel de
fechamento das feridas observadas durante a fase pds-operatéria € um aspecto muito importante nas pesquisas
odontoldgicas. Nesse sentido, a mesa cirdrgica permite também a padronizacdo de tomadas fotograficas para o
controle clinico da area intra-bucal operada ao longo do periodo de avaliagdo pos-operatéria pretendido.

O modelo de defeito dsseo proposto possui um aspecto inovador, tanto pela via de acesso e localizagéo,
quanto pela padronizagdo de suas dimensfes. Sua implementagdo abre perspectivas promissoras para avaliacdo
do reparo 6sseo de biomateriais enxertados in vivo, em animais de baixo custo e pronta disponibilidade.

3. DESENVOLVIMENTO DA MESA CIRURGICA PARA ANIMAIS DE PEQUENO PORTE

A mesa cirlrgica para pequenos animais foi desenvolvida por pesquisadores odontologos e profissionais da
Engenharia Mecanica contribuiram para o projeto, com apoio financeiro da Fapemig. O depdsito de pedido de
patente no Instituto Nacional de Propriedade Industrial foi realizado por meio da Coordenadoria de
Transferéncia de Inovacdo Tecnoldgica (CTIT) da UFMG, sob n°. 014110002397.

As Figuras (5) e (6) ilustram o projeto conceitual da mesa cirdrgica inicialmente desenvolvida onde é
possivel indicar as varias partes e suas funcées.

A mesa cirdrgica compreende uma base (2), apoiada em quatro pés regulaveis (1) conectados na parte
inferior da mesma. Na base ha dois rasgos laterais (3), sendo um rasgo para cada lado da base, e uma depressao
(7) na parte superior préxima e paralela a face frontal (50). A base (2) serve de suporte para uma plataforma
removivel esterilizavel (24) que serve de local de apoio para 0s animais.
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Duas hastes (16) podem correr dentro de tubos (4) em um movimento de deslizamento para cima e para
baixo, sendo que o tubo (4) possui um suporte de fixa¢do (26) para uma trava lateral (25), além um orificio (34)
para conectar a trava (25), ja as hastes (16) possuem orificios (15), por onde passam a trava (25). O conjunto
compreendido pelo tubo (4) e haste (16) e a barra superior (20) formam um aparato similar a uma trave
articulada retratil. O deslizamento das hastes (16) nos tubos (4) permite o ajuste de altura da barra horizontal (20)
utilizando as travas laterais (25) que bloqueiam 0 movimento ao penetrar nos orificios (34) e (15).

O tubo (4) também pode se deslocar ao longo dos rasgos (3) e sobre o eixo (5) do conector (6) formando um
angulo variando de 0 a 180 graus com a superficie de apoio. A posicdo final (altura) da barra horizontal (20) é
definida pelas travas laterais (25). O travamento é mecéanico, propiciado pelo movimento deslocamento/giro
limitado a 90 graus, da trava (25) dentro do suporte de fixacéo (26), guiando o encaixe da extremidade superior
da trava (25) no orificio (34) do tubo (4) em correspondéncia com orificio/guia (15) criado na haste (16) das
hastes laterais.

O objetivo do aparato compreendido pelos tubos (4), hastes (16) e barra superior (20), anexo a mesa, é
permitir a conexdo da haste instrumental (11) a ser utilizada como afastador intraoral e/ou outras fungdes de
apoio a cirurgia. A haste instrumental (11) é presa por um pivd (22) giratério, conectado a uma peca cilindrica
(18) que permite o movimento lateral do pivo (22), deslizando de um lado para outro (direito-esquerda) na barra
horizontal (20) A posicéo desejada do pivo (22) ao longo da barra horizontal (20) é conectada preferencialmente
pelo travamento de uma borboleta (19) anexa ao cilindro (18). O conjunto de tubos (4) e hastes (16) e da barra
superior (20) podem ser deslocados em sentidos antero-posteriores sobre a mesa, pelo deslizamento desse
sistema em rasgos laterais (3). A posi¢cdo desejada por esse deslocamento das traves pode ser estabelecida,
valendo-se das guias (56) ou marcac¢des equidistantes nos rasgos laterais (3) para reproducdo ou padronizacéo
em outras cirurgias/procedimentos de cunho similar. Dessa maneira, a possibilidade de alteracdo de altura e de
posicdo do pivd (22), assim como da haste instrumental (11), permite a utilizacdo de instrumentos mais longos,
mais curtos ou angulados. O piv6 (22) compreende também uma borboleta lateral (33) para prender os
instrumentais, permitindo definir a melhor altura (movimento de subida / descida) desses instrumentos ali
adaptados. A borboleta frontal (21) conecta a melhor posicao do pivé (22), em relagdo ao movimento em torno
desse conector (giro para direita x esquerda). A haste (11) pode, opcionalmente, comportar um dispositivo (9)
contendo um orificio (10) para adaptacdo de um instrumental paralelo a critério do operador, como por exemplo,
para cirurgias intraorais, uma ponta sugadora de fluidos.

O suporte (17) pode ser removivel e € conectado por rosca podendo a uma das extremidades de uma pega
em “U” (38) que corre pelo rasgo (30), na outra extremidade da peca em “U” (38) recebe um conector (29) para
travamento do suporte (17) na posicdo desejada. Esse suporte (17) é utilizado para melhor fixacao e estabilizacéo
da cabeca do animal, no caso de cirurgias em que movimentos minimos da cabega do animal podem prejudicar o
procedimento, tais como no caso das exodontias ou acessos intracranianos.

As hastes (13) sdo compreendidas por, pelo menos, um anel (12) circunscrito a haste que serve de bloqueio
para o posicionamento dos elasticos em diferentes alturas. Cada haste (13) conecta os dispositivos elasticos que
passam pelos incisivos do maxilar inferior (mandibula) mantendo aberta a boca do animal, esse posicionado em
decubito dorsal. A haste (13) pode ser rosqueada em pelo menos um orificio da mesa (8), permitindo diferentes
niveis de tragdo dos maxilares, de acordo com a posicdo dos elasticos nos anéis de bloqueio (12) das hastes (13)
e de acordo com a extensdo (forca de tragdo) do dispositivo eléstico utilizado. O anel (12) da haste (13) permite o
posicionamento do mesmo em diferentes alturas. O posicionamento ou a altura dos elasticos nesses anéis (12)
deve ser definido de acordo com o tamanho e altura dos maxilares dos animais.

Os pés reguléaveis (1) podem deslocar a base (2) permitindo a inclinacdo da mesa, que pode trabalhar em
posicdo plano-horizontal (0 graus); bem como com a inclinagdo original de 3,7 graus (pés totalmente
rosqueados), ou até inclinacdo de 10 graus, quando os pés anteriores, proximos a face frontal da mesa (50) estéo
rosqueados e 0s posteriores, proximos a face traseira da mesa (51) levantam ao mé&ximo a base em relagdo a
superficie de apoio

A posicdo ideal de trabalho sera ajustada pelo operador de acordo com a finalidade cirurgica, sendo que a
inclinacdo padréo da base com os pés totalmente rosqueados, favorece a coleta de residuos, que compreendem
dejetos solidos e/ou liquidos organicos, solucdes salinas e fixadoras, tamp8es ou outros, gerados durante o ato
cirlrgico; os quais sdo depositados na depressdo (7) da plataforma (24), que funciona como uma calha coletora
de residuos.

A argola (27) deve segurar o maxilar superior do animal, travando-o pelos dentes incisivos superiores.
Alternativamente a utilizacdo da argola (27), o maxilar superior dos animais pode ser apreendido para abertura
da boca por meio de um dispositivo eléstico conectado a um pino (31) conectado na parte posterior (51) da mesa.

Os dispositivos fixadores moveis (14) possuem um sulco horizontal, uma fissura para adaptacdo de
dispositivo eléastico e também podem ser posicionados em qualquer posicdo na plataforma removivel
esterilizavel (24). Esses fixadores (14) funcionam como auxiliares para a fixacdo dos membros superiores e
inferiores do animal durante a cirurgia. Alternativamente, os dispositivos fixadores méveis (14) podem atuar
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como afastadores de tecidos ou auxiliar no posicionamento do animal em posic6es diferentes do decubito dorsal,
para outras cirurgias que nao intraorais.

O sistema de aquecimento é ligado a um controlador de temperatura (32), podendo para variar a temperatura
entre 35 a 40 graus e pode ser ligado em uma tomada convencional nas tensbes 127/220 V. Isso garante a
manutencdo da temperatura basal do animal, condic¢éo indispensavel para cirurgias de mais longa duracéo.

Opcionalmente, a mesa pode ser utilizada apenas como plataforma, inclinada ou ndo, para apoio dos
animais, livre das hastes. Nesse caso, as traves devem ser estendidas e giradas totalmente para a posicéo frontal,
onde terminam em zero grau, no momento em que a barra superior (20) encaixa no apoio frontal (23), localizado
na parte frontal da mesa (50) caracterizando a “posigdo fechada” ou “compacta” da mesa, posi¢do adequada para
0 transporte da mesma.

Figuras 5. Mesa cirdrgica para animais de pequeno porte.
Visdo lateral em perspectiva

Figuras 6. Mesa cirdrgica para animais de pequeno porte.
Visao lateral em perspectiva e partes.
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A base (2) e a plataforma removivel esterilizavel (24) devem ser fabricadas feitas em materiais passiveis de
desinfeccdo ou esterilizagdo em autoclave, em casos de procedimentos cirdrgicos criticos, tais como, 0 aco
inoxidavel e o aluminio. As outras partes podem ser submetidas a desinfeccdo quimica, podendo ser empregados
materiais poliméricos, tais como o polipropileno (PP), polietileno (PE), policloreto de vinila (PVC),
polimetacrilato de metila (PMMA), policarbonato (PC), copolimero acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS),
resinas fendlicas, epdxi, poliéster; poliuretano; silicones rigidos; elastémeros termoplasticos.

Visando aprimorar o projeto conceitual inicialmente desenvolvido, encontra-se atualmente numa fase do
projeto, onde as varias partes da mesa cirdrgica vem sendo redesenhadas em sua forma final. Para tanto, estdo
sendo escolhidos os materiais mais adequados para cada parte, considerando os elementos padronizados
encontrados no comércio e a definicdo dos processos de fabricagcdo convencionais mais adequados e de baixo
custo. A Figura (7) ilustra o exposto acima.

Figuras 7. Mesa cirdrgica para animais de pequeno porte.
Desenvolvimento do projeto final.

4. COMPARAGAO DA MESA CIRURGICA DESENVOLVIDA COM OUTROS EQUIPAMENTOS

Comparando a mesa cirdrgica desenvolvida com outros equipamentos, percebe-se que as mesas encontradas
no mercado variam em sua complexidade, variando de modelos simples, contando apenas com uma plataforma
de apoio para os animais com a possibilidade de inclinacdo, até modelos mais complexos e inteligentes,
especialmente relacionados ao controle da temperatura durante os procedimentos cirdrgicos.

O equipamento desenvolvido apresenta alguns pontos comuns com o0s produtos do mercado, como:
possibilidade de aquecimento da plataforma; regulagem de altura por meio de pés rosqueaveis, permitindo
diferentes inclina¢fes da mesa; mecanismo de sustentacdo atraumatica dos animais, com a utilizacdo de pecgas
imantadas para suporte de elésticos ou cintas afastadoras em substituicdo as fitas adesivas, garras ou cintos de
plastico. Entretanto, a mesa cirdrgica aqui desenvolvida relne caracteristicas importantes, algumas das quais,
foram encontradas em diferentes produtos conhecidos no Estado da Técnica, mas ndo simultaneamente.

Ao contrério da maioria das mesas que sdo oferecidas em tamanhos diferenciados para camundongos, ratos,
coelhos, porquinhos da india, a mesa cirdrgica desenvolvida apresenta regulagem de altura das hastes laterais
(suporte de instrumentais cirdrgicos) o que viabiliza a utilizagdo da mesma plataforma para todos os animais de
pequeno porte, dispensando a aquisi¢do de versdes especificas de mesa para cada modelo animal.

Além disso, um diferencial especifico em relacdo as demais mesas cirdrgicas do mercado é a sua
aplicabilidade, ndo exclusiva, mas precisamente indicada, para os procedimentos intraorais em pequenos
animais. Para tanto, o sistema conta com hastes laterais articuladas e deslizaveis sobre a plataforma, presas entre
si por uma barra horizontal superior. Essa barra horizontal visa servir de apoio para instrumentais e para
afastadores intraorais. Tal mecanismo de suporte de instrumentos foi delineado com base na experiéncia de
pesquisadores odontélogos. O sistema permite inimeras posicOes de altura e de angulagem dos instrumentos
adaptados na barra horizontal, permitindo o livre acesso dos operadores a plataforma. Para procedimentos
intrabucais, os componentes e 0s acessdrios da mesa foram planejados para que os operadores se coloquem em
posicdo ergondmica de meio dia (12 horas); ou seja, em posicdo voltada para face posterior da mesa, atrds da
cabeca do animal, a semelhanca do que ocorre na maioria dos procedimentos clinicos intrabucais em humanos.
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A mesa cirlrgica possui tamanho adequado para operagdes em animais de pequeno porte, tais como 0s
roedores, coelhos, gatos, gambas de laboratorio medindo de 10 cm a 30 cm de comprimento, em média,
excluindo-se o comprimento da cauda; a largura dos animais, supracitados, varia de 5 cm a 20 cm no sentido
latero-lateral.
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Abstract: Research to looking for bone repair accelerate in Odontology have been considerably valorized. The
bone tissue is fundamental to re-establishing of masticatory function of the patients, with prosthesis backing or
implants. The vast majority of studies utilize intrabuccal bone defects developed in dogs or primates, which are
adequate by facility of intraoral surgical access. But, the use of these animals is difficult by ethics questions,
costs and necessity of specific vivarium. Intrabuccal surgeries in small animals as mice, rats and rabbits, are
limited by little opening of maxillary; difficult on visualization of surgical field and limited space for irrigate
and aspirate systems, fundamental items to utilization of dentistry motors. Moreover, the necessity of protection
of tongue, lips, cheeks, require auxiliary hands, to making the visual field even more limited. This study shows
the development of the surgical table with specific resources for intraoral proceeding in small animals,
improving its realization on safe form, standardized and in minor time, eliminating the need for assistant
operator. The model presents a platform removable and sterilized, with possibility of heating; height regulation
and different inclinations by means of screw adjustable feet, mechanism atraumatic to fixation of the animals;
intelligent support for surgical instruments, dental tool and/or intraoral retractors, allowing several rotation,
height positions and different angulations. Odontology researches and mechanics engineering professionals
contributed for the development of the project, with the financial support of Fapemig. The deposition of the
patent request on National Institute of Industrial propriety was accomplished by Technological Transfer and
Innovation, CTIT/UFMG, under n°® 014110002397. The equipment represents a methodological advance and
opens perspectives for numerous studies in the oral cavity or outside, in animal models of low cost and easy
availability
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