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RESUMO

0 objetivo deste trabalho foi avaliar histomorfometricamente, por microscopia de luz 
comum, o potencial osteogênico de matrizes colagênicas aniônicas, reticuladas ou 
não em glutaraldeído, implantadas em defeitos ósseos críticos, em calvária de ratos. 
Foram utilizados 86 ratos divididos aleatoriamente para compor quatro grupos: Gl -  
matriz colagênica aniônica com 24h de hidrólise e 15min de reticulação em GA 
0,05% (MCAHGA); Gll -  matriz colagênica aniônica com 24h de hidrólise (MCA); GUI 
-  matriz colagênica neutra, controle positivo (MCN) e GIV -  defeito ósseo vazio, sem 
implantação de biomaterial, preenchido por coágulo sanguíneo, controle negativo. 
Os animais foram avaliados nos pontos biológicos de 15, 45, 90 e 120 dias. Os 
resultados evidenciaram que os biomateriais implantados nos grupos I e II foram 
biocompatíveis, embora tenham desencadeado inflamação crônica granulomatosa 
discreta e regressiva. Estas matrizes apresentaram velocidade de biodegradação 
compatível com a neoformação óssea, a qual se mostrou associada a angiogênese 
no interior das matrizes, em todos os pontos biológicos. No GUI, a fragmentação e 
biodegradação mostraram-se acentuadas, pela ausência de tratamento químico do 
colágeno. A neomineralização evidenciada nos grupos I e II apresentou aumento 
estatisticamente significante ao longo dos tempos. O percentual de mineralização do 
Gll (87%) foi estatisticamente diferente daquele encontrado no Gl (66%). Ao 
compararmos estes percentuais com a mineralização observada no GIV, notam-se 
diferenças muito significantes. Neste último, assim como no GUI, a neoformação 
óssea esteve limitada às bordas do defeito com fibrose na área seccional do defeito. 
Conclui-se que as matrizes colagênicas aniônicas apresentaram potencial 
osteogênico mais evidente nas matrizes sem reticulação em glutaraldeído. Estas 
matrizes apresentam grande potencial de aplicabilidade clínica, nas terapias 
regenerativas ósseas.

Palavras-Chave: bioengenharia, regeneração óssea, colágeno, glutaraldeído, rato.



ABSTRACT

The aim of this study was to make a histomorphometric evaluation by common light 
microscopy, of the osteogenic potential of anionic collagen matrices, either 
reticulated in glutaraldehyde or not, implanted in critical bone defects in rat calvarias. 
In this study 86 rats were used, randomly divided into four groups: Gl -  anionic 
collagenous matrix with 24h of hydrolysis and 5 min of reticulation in GA 0.05% 
(MCAHGA); Gll -  anionic collagenous matrix with 24h of hydrolysis (MCA); Gill -  
neutral collagenous matrix, positive control (MCN) and GIV -  empty bone defect, 
without biomaterial implantation, filled with blood coagulum, negative control. The 
animals were evaluated at the biological points of 15, 45, 90 and 120 days. The 
results evidenced that the biomateriais implanted in groups I and II were 
biocompatible, although they had set of chronic, discrete and regressive 
granulomatous inflammation. These matrices presented a speed of biodégradation 
compatible with bone neoformation, which was shown to be associated with 
angiogenesis inside the matrices at all the biological points. In G III, fragmentation 
and biodégradation were shown to be accentuated by the absence of chemical 
treatment of the collagen. The neomineralization evidenced in Groups I and II 
presented statistically significant increase throughout the times. The percentage of 
mineralization of Gll (87%) differed statistically from that found in Gl (66%). When 
these percentages were compared with the mineralization observed in GIV, very 
significant differences were noted. In the latter, as in Gill, bone neoformation was 
limited to the edges of the defect with fibrosis in the sectional area of the defect. It 
was concluded that the anionic collagen matrices presented more evident osteogenic 
potential in the matrices without reticulation in glutaraldehyde. These matrices 
presented a great potential for clinical application in bone regenerative therapies.

Key-words: bioengineering, bone regeneration, collagen, glutaraldehyde, rat.
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biomaterial. HE; parafina. Barra lOOpm.
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na região do retalho cutâneo. HE; parafina. Barra 100pm.

97

Figura 35 Gl 45 D -  (A) Matriz colagênica osteóide depositada na borda óssea. PV;
parafina. Barra 25|jm. (B) Fragmentação das fibras colágenas do biomaterial 
em área de reação inflamatória crônica com células mononucleares. HE; 
parafina. Barra 25|jm.

97

Figura 36 Gl 45 D -  (A) Núcleos de mineralização evidentes, com grande quantidade 
de osteócitos, e associados á formação vascular. HE; parafina. Barra 50|jm. 
(B) Osso neoformado em associação á borda com linhas de reversão (LR), e 
mineralização confluente sobre as fibras de colágeno do biomaterial, com 
osteócitos. HE; parafina. Barra 50pm.

98

Figura 37 Gll 45 D -  (A) Borda óssea com formação óssea que se estende sobre as 
fibras do biomaterial; núcleos de mineralização na região supradural. HE; 
parafina. Barra 200|jm. (B) Região central do defeito com área de 
mineralização que ocupam quase a metade da espessura do biomaterial. 
HE; parafina. Barra 200pm.
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Figura 40 Gll 45 D -  (A) Núcleo de mineralização circundado por osteoblastos e mais 
distante por tecido conjuntivo. No centro do núcleo de mineralização nota-se 
a presença de osteócitos. TG; resina. Barra 25jjm. (B) Tecido conjuntivo 
entre o biomaterial e a borda óssea. Nota-se uma célula gigante 
multinucleada sobre o núcleo de mineralização. TG; resina. Barra 100|jm
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1 INTRODUÇÃO

A engenharia tecidual é um novo campo da área biomédica que surgiu há 

aproximadamente três décadas (IKADA, 2006). Esta bioengenharia utiliza princípios 

interdisciplinares das engenharias, física, química, ciência dos materiais e biologia 

(KNESER e outros, 2006) para integrar três elementos essenciais ao 

desenvolvimento de tecidos e órgãos e à regeneração tecidual: células, fatores de 

crescimento e matrizes tridimensionais ou arcabouços (LIU e MA, 2004; IKADA,

2006), nem sempre empregados simultaneamente.

Fundamentadas neste contexto, pesquisas científicas na área da 

bioengenharia tecidual óssea têm possibilitado o desenvolvimento e 

aperfeiçoamento de técnicas e/ou biomateriais capazes de elucidar respostas 

celulares específicas que mimetizam tanto a estrutura quanto a fisiologia deste 

tecido e, assim, auxiliar a regeneração de fraturas recentes ou antigas, onde este 

mecanismo ocorreu de forma incompleta após terapia inicial; melhorar a 

regeneração ao redor de aparelhos, placas e coroas usadas para manter este tecido 

alinhado após fraturas; atuar como substitutos ósseos em cirurgias reconstrutivas de 

defeitos ósseos extensos, críticos à regeneração (O’BRIEN e outros, 2004) 

conseqüentes de anormalidades congênitas (IKADA, 2006), traumas, inflamações e
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ressecções cirúrgicas oncológicas (LOGEART-AVRAMOGLOU e outros, 2005; 

CANCEDDA; GIANNONI; MASTROGIACOMO, 2007).

Estes biomateriais podem ser confeccionados a partir de metais, 

cerâmicas, polímeros naturais ou sintéticos, e produzidos em diversos formatos, 

como por exemplo, esferas, pastillias, cilindros, e em diferentes formas de 

apresentação, como pó, gel, esponjas, membrana e matrizes.

As matrizes tridimensionais são suportes físicos que criam ambientes 

favoráveis, uma vez que atuam como substratos aos eventos celulares de adesão, 

inserção, proliferação e diferenciação celulares, fundamentais à regeneração 

tecidual, portanto, são promissores componentes utilizados na bioengenharia 

tecidual.

Estas matrizes devem ser biocompatíveis, de fácil manipulação, 

produzidas em tamanhos e formatos variáveis, possuir poros interconectados com 

permeabilidade apropriada e, quando necessário, ser fabricadas com materiais com 

degradação controlada (HUTMACHER, 2000; VATS e outros, 2003; CAPES; ANDO; 

CAMERON, 2005; LOGEART-AVRAMOGLOU e outros, 2005; IKADA, 2006; 

MASTROGIACOMO e outros, 2006; DONZELLI e outros, 2007; O’BRIEN e outros, 

2007). Ademais, devem ter propriedades físico-químicas semelhantes ao tecido de 

implantação (CHARULATHA e RAJARAM, 2003).

De acordo com estes requisitos, dentre os materiais utilizados na 

confecção destes arcabouços, especialmente direcionados à regeneração óssea, o 

colágeno, proteína mais abundante nos mamíferos (FARAJ; KUPPEVELT; 

DAAMEN, 2007) tem se destacado por ser facilmente encontrada, por apresentar 

boa biocompatibilidade, por desencadear baixa resposta imunitária, propriedades 

hemostáticas (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; LEE; SINGLA; LEE, 2001;
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ROCHA e outros, 2004), por ser osteoindutora (CUNHA; SANTOS JUNIOR; 

GENARI, 2005), susceptível a modificações químicas sem perder suas propriedades 

básicas, preparada laboratorialmente com baixo custo (GOISSIS e outros, 1998; 

ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002; ROSA e outros, 2003) e por estimular os eventos 

celulares necessários à regeneração tecidual. Ainda, pode ser produzido em 

diferentes formatos e formas de apresentação como discos, esferas, lâminas, 

matrizes, membranas e tubos (RADIKA; BABU; SEHGAL, 1999; LEE; SINGLA; LEE, 

2001; ROCHA e outros. 2004).

Quando comparado aos polímeros sintéticos, ao titânio ou às cerâmicas, 

0 colágeno, como proteína constitutiva do tecido ósseo, é um substrato apropriado 

para o crescimento e proliferação dos osteoblastos (O’BRIEN e outros, 2004) e 

osteogênese in vivo (LIU; XIA; CZERNUSZKA, 2007). uma vez que contém sítios de 

adesão para estas células (ANSELME. 2000; ROCHA e outros, 2004), e constitui 

parte do molde necessário à osteogênese (O’BRIEN e outros, 2004). Contudo, 

quando em contato com os fluidos corpóreos após sua implantação in vivo, esta 

proteína degrada-se de forma rápida devido à ação de enzimas, especialmente as 

colagenases. Logo, é fundamental instituir tratamentos físicos e/ou químicos que 

tornem suas propriedades químicas, físicas e biológicas superiores às suas 

características originais (LEE; SINGLA; LEE, 2001) e resultem em uma 

biodegradação controlada, fazendo com que ela permaneça por mais tempo no sítio 

de implantação, por um período compatível com neoformação tecidual.

Dentre uma variedade de tratamentos existentes para os materiais 

colagênicos, os agentes químicos têm sido amplamente utilizados, principalmente a 

reticulação em glutaraldeído (GA) (ANGELE e outros, 2004), um aldeído bifuncional 

que se liga ao grupamento amino desta proteína e estabelece ligações cruzadas
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(KHOR, 1997) que reduzem sua antigenicidade (GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI,

1999) e suas propriedades físico-químicas, principalmente a resistência à 

degradação enzimática (CHARULATHA e RAJARAM, 2003).

Esta proteína também pode ter sua energia de superfície alterada por 

meio do processo físico-químico de hidrólise seletiva dos grupos carboxiamidas dos 

resíduos de aminoácidos (aa) asparagina (Asn) e glutamina (Gin). Este tratamento 

acelulariza e cria poros na matriz nativa (BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; 

GOISSIS; ROSSl, 2002) e adiciona cargas elétricas negativas que variam em função 

do tempo de hidrólise, tornando-o aniônico e com propriedades piezoelétricas 

superiores às do colágeno sem tratamento (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998; 

BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002), características 

apropriadas à osteogênese (BATISTA; MARTINS; PLEPIS, 2006).

Com o desenvolvimento de biomateriais colagênicos com estes novos 

parâmetros microestruturais, faz-se necessário, portanto, realizar estudos 

experimentais in vivo previamente à sua aplicação clínica, os quais possam garantir 

a eficácia e segurança dessa nova metodologia. Diante disto, este estudo propõe-se 

a analisar histomorfologicamente o potencial osteogênico de matrizes colagênicas 

aniônicas implantadas em defeitos ósseos críticos, criados na calvária de rato.



Revisão da Literatura
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 TECIDO ÓSSEO

O osso, principal constituinte do esqueleto, é um tecido conjuntivo 

especializado, metabolicamente ativo, com funções características; proteção da 

medula óssea e órgãos vitais, inserção muscular, suporte aos tecidos moles e 

homeostase mineral, uma vez que mantém uma reserva metabólica de íons, 

essencialmente cálcio e fosfato (MEGHJI, 1992).

A arquitetura macroscópica deste tecido é dividida em osso compacto ou 

cortical, e esponjoso ou trabecular. O primeiro é denso e resiste relativamente 

melhor ao estresse mecânico (DeLACURE, 1994; HING, 2004). O osso esponjoso é 

trabeculado, mais plástico, e quando comparado ao osso compacto, não suporta 

forças mecânicas excessivas.

Associados a este tecido, existem três tipos celulares característicos; os 

osteoblastos, os osteócitos e os osteoclastos, responsáveis, respectivamente, pela 

síntese, manutenção e absorção da matriz extracelular (MEC) (HING, 2004). Os 

osteoblastos originam-se de células-tronco mesenquimais e após sua completa
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diferenciação, secretam iVlEC rica em colágeno e proteínas não-colagênicas, 

denominada matriz osteóide, que posteriormente possibilita deposição de cristais de 

hidroxiapatita (HA) e outros íons a eles associados, os quais constituem a fase 

inorgânica (SODEK e McKEE, 2000). Embora não haja um consenso entre os 

autores em relação ao mecanismo exato da mineralização, especula-se que este 

seja um evento extracelular regulado por células (BOSKEY, 1992; DeLACURE, 

1994), interação matriz-mineral (BOSKEY. 1992) e fatores bioquímicos locais (HING, 

2004), provavelmente fatores de crescimento, proteínas não-colagênicas e elevadas 

concentrações dos íons cálcio e fosfato.

Durante a atividade sintética, estas células possuem forma cubóide com 

citoplasma basofílico. Contudo, os osteoblastos quiescentes que recobrem 

superfícies ósseas, tornam-se achatados e alongados e são denominados células de 

revestimento ósseo (SODEK e McKEE, 2000).

Os osteoblastos que ficam aprisionados em lacunas na matriz inorgânica 

após a mineralização tornam-se osteócitos, células que possuem prolongamentos 

alojados dentro de canalículos e que se comunicam com osteócitos adjacentes e 

com osteoblastos, através de junções comunicantes localizadas nas extremidades 

dos prolongamentos (DeLACURE, 1994; SODEK e McKEE, 2000). Estas interações 

celulares são essenciais para o fluxo de íons, nutrientes, hormônios e mantêm a 

homeostase deste tecido (DeLACURE, 1994). A morte destas células resulta na 

degradação e remoção da matriz óssea (SODEK e McKEE, 2000) pelos 

osteoclastos.

Estas últimas, são células gigantes multinucleadas, derivadas de 

progenitores da linhagem monocítico-fagocitária (DeLACURE, 1994), com 

características únicas que as possibilitam reconhecer, degradar e absorver a matriz
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Óssea (TEITELBAUM, 2000). Assim, quando ativadas, migram em direção à 

superfície óssea que se encontra livre de matriz osteóide, removida pelos 

osteoblastos circunvizinhos, onde se fixam (MEIKLE e outros, 1992; TEITELBAUM,

2000). Uma vez aderidas, criam um microambiente fechado (HILL e ORTH, 1998) e 

tornam-se polarizadas (TEITELBAUM, 2000). Nesta região, a membrana celular dos 

osteoclastos exibe prolongamentos em forma de vilos, com aspecto de borda em 

escova, onde são secretados íons H"", colagenases e hidrolases responsáveis pela 

dissolução da matriz óssea, posteriormente absorvida (HILL e ORTH, 1998, 

TEITELBAUM, 2000). Em seguida, há formação de depressões na matriz, 

denominadas de lacunas de reabsorção ou de Howship (HILL e ORTH, 1998).

As superfícies externas e internas do tecido ósseo são revestidas por 

membranas conjuntivas denominadas, respectivamente, de periósteo e endósteo. O 

primeiro é constituído de duas camadas (DeLACURE, 1994), uma externa, formada 

de fibras colágenas e fibroblastos, com núcleos intensamente coráveis, esparsos em 

meio á MEC. A outra camada, interna, denominada “cambium" (DeLACURE, 1994) 

constituída por dois tipos celulares: I) células fusiformes com núcleos alongados, da 

linhagem osteogênica e II) células arredondadas e caracterizadas pela grande 

quantidade de citoplasma basofílico, em contato direto com a superfície do osso, são 

os osteoblastos. Esta membrana está ausente apenas nas superfícies articulares. O 

endósteo é constituído por uma monocamada de células osteoprogenitoras 

fusiformes e por osteoblastos. No adulto, em condições fisiológicas, estas 

membranas cessam sua atividade osteogênica. Contudo, são capazes de retomá-la 

quando estimuladas durante o reparo tecidual.

A MEC deste tecido é composta pelas fases inorgânica e orgânica, que 

interagem e proporcionam resistência e resiliência ao tecido ósseo (RHO; KUHN-
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SPEARING; ZIOUPOS, 1998). A matriz inorgânica é constituída, principalmente, por 

fosfato de cálcio, organizado como cristais de HA, representada pela fórmula 

Cai0(PO4)6(OH)2 (HILL e ORTH, 1998; ANSELME, 2000; SWAMINATHAN, 2001; 

SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002), com uma 

relação molar entre Ca/P de 5/3 ou 1,67. Associados a estes cristais, podem 

também ser encontrados bicarbonato, sódio, potássio, citrato, magnésio, carbonato, 

lactato, fluoreto, zinco, bário e estrôncio (VIANNA, 1988).

A matriz orgânica é composta em 90% por colágeno tipo I (COWLES e 

outros. 1998), sua principal proteína estrutural. Esta proteína associa-se a proteínas 

não-colagênicas como osteopontina (OP), sialoproteína (BSP). osteonectina (ON), 

osteocalcina (OCA) (MEGHJI, 1992; NEFUSSI e outros, 1997; HILL e ORTH, 1998; 

ANSELME, 2000; SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 

2002; HING, 2004) e formam a matriz tridimensional deste tecido, onde há interação 

célula-célula, célula-matriz (BOSKEY e PASCHALIS, 2000) células-fatores de 

crescimento e deposição de sais minerais.

A expressão seqüencial destas proteínas não-colagênicas sugere funções 

específicas na atividade das células da linhagem osteogênica (NEFUSSI e outros,

1997), na iniciação e regulação da mineralização, assim como na manutenção dos 

tecidos mineralizados (SOMMER e outros, 1996; NEFUSSI e outros, 1997). 

Contudo, a função individual de cada uma destas proteínas ainda não está 

completamente elucidada (SOMMER e outros, 1996). Acredita-se que as proteínas 

não-colagênicas direcionam o tamanho, a orientação e a forma particular de 

deposição dos cristais de HA (RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPOS, 1998) 

associados às fibrilas de colágeno.
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A fisiologia deste tecido caracteriza-se pelo seu grande potencial 

remodelativo, essencial à manutenção da homeostase mineral, e reparativo, 

fundamental à integridade deste tecido (GREEN e outros, 2002). A remodelação 

ocorre por meio de uma sucessão de eventos complexos que resulta na remoção da 

matriz óssea em uma determinada área pelos osteoclastos. Ao final deste 

mecanismo, os osteoblastos migram para esta região e sintetizam nova matriz óssea 

(HILL e ORTH, 1998; SWAMINATHAN, 2001).

Em virtude de dispor de mecanismos reparadores semelhantes ao da 

osteogênese embriológica (BOSTROM, 1998; FERGUSON e outros, 1999; SEAL; 

OTERO; PANITCH, 2001; BEHONICK e outros, 2007), o reparo do tecido ósseo 

ocorre por regeneração. Por conseguinte, defeitos ósseos com dimensões pequenas 

reparam-se espontaneamente com facilidade sem deixar cicatriz fibrosa 

(DeLACURE, 1994; BOSTROM. 1998; FERGUSON e outros, 1999; SEAL; OTERO; 

PANITCH, 2001; BEHONICK e outros, 2007). Durante esse mecanismo, vários 

fatores de crescimento são expressos em padrões espaciais e temporais distintos 

(STREET e outros, 2002).

Desse modo, logo após uma lesão (fratura) há ruptura vascular, a qual 

ativa a cascata de coagulação e formação do hematoma (CARANO e FILVAROFF, 

2003; HING, 2004). Nesta área os osteócitos próximos á fratura morrem por hipóxia, 

e a área adjacente á lesão necrosa (HING, 2004). Concomitantemente, há migração, 

proliferação, diferenciação e ativação de diferentes tipos celulares, como por 

exemplo, células inflamatórias, fibroblastos, osteoclastos e células mesenquimais 

indiferenciadas (VORTKAMP e outros, 1998; STREET e outros, 2002), que iniciam o 

reparo tecidual.
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A resposta inflamatória inicia-se, aproximadamente, uma hora após a 

lesão, com a migração de leucócitos polimorfonucleares (PMN) (REDDI; 

WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987) e posteriormente, de macrófagos (HING,

2004) que secretam enzimas proteolíticas, responsáveis pela degradação dos restos 

teciduais, e fatores de crescimento e citocinas que recrutam fibroblastos (REDDI; 

WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987), células da linhagem osteogênica 

provenientes do periósteo e células-tronco mesenquimais indiferenciadas da medula 

óssea (HING, 2004).

A continuidade deste mecanismo resulta no desenvolvimento do tecido de 

granulação, rico em vasos sangüíneos, formado inicialmente nas bordas ósseas 

(HING, 2004). Em ossos longos, este é gradualmente substituído por um tecido 

avascular, cartilaginoso (REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987; CARANO 

e FILVAROFF, 2003), o qual favorece a regeneração óssea por meio da ossificação 

endocondral (REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987; HING, 2004), 

especialmente quando há movimentação na área lesionada (FERGUSON e outros,

1999).

Simultaneamente, as células da linhagem osteogênica, presentes na 

camada interna do periósteo, iniciam a deposição de matriz osteóide, que 

posteriormente mineraliza-se por meio da formação óssea direta, ou seja, 

ossificação intramembranosa (BOSTROM, 1998; VORTKAMP e outros, 1998; 

ORTEGA; BEHONICK; WERB, 2004), e desenvolve o calo ósseo externo. Em 

seguida, este tecido é estimulado á remodelação que resulta em completa 

substituição deste por tecido ósseo lamelar. Desta forma, seu tamanho é reduzido e 

o suprimento vascular retorna aos estágios fisiológicos (CARANO e FILVAROFF, 

2003; HING, 2004).
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Enquanto os defeitos ósseos pequenos reparam-se espontaneamente de 

forma completa, aqueles com dimensões maiores, resultantes de traumas, 

infecções, neoplasias, anomalias de desenvolvimento, ou em situações patológicas 

onde existam comprometimento vascular, presença de tecido adjacente com alta 

capacidade proliferativa ou distúrbios metabólicos, o potencial regenerativo é restrito 

(GONÇALVES: GUIMARÃES; GARCIA, 1998; SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; 

LOGEART-AVRAMOGLOU e outros, 2005), e há formação de tecido fibroso, que 

pode suscitar em alterações funcionais e/ou estéticas (LIM, LEE, YEO, 2000).

Estas limitações resultam em grandes desafios para os pesquisadores da 

área de bioengenharia tecidual óssea, que têm desenvolvido novos biomateriais, 

demandando extensivos estudos experimentais in vitro e in vivo para evidenciar as 

interações destes com as células e tecidos, sua biocompatibilidade, estabilidade 

mecânica, segurança e eficácia.

Os estudos in vitro possibilitam avaliar a citocompatibilidade, a indução, 

estimulação e modulação da diferenciação e proliferação celular, as interações 

adesivas entre as células e entre estas e os biomateriais (COSTA; MIGUEL; ROSA, 

2005; PEARCE e outros, 2007), o que é de extrema importância, visto que alguns 

tipos celulares, como por exemplo os osteoblastos, necessitam de adesão para sua 

sobrevivência (BAXTER e outros, 2002; GARCÍA e REYES, 2005). Esta primeira 

fase depende do seu contato físico inicial com o biomaterial e ocorre por meio de 

algumas proteínas adsorvidas na sua superfície, quando da sua implantação nos 

tecidos vivos. A qualidade desta adesão influenciará a morfologia celular e a sua 

capacidade de diferenciação e proliferação (ANSELME, 2000).

Estudos in vivo, inicialmente realizados em animais, complementam os 

resultados encontrados nos experimentos in vitro, pois possibilitam a avaliação do
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comportamento dos biomateriais quando em contato com os tecidos. Esses modelos 

experimentais são essenciais na avaliação da biocompatibilidade dos biomateriais 

(PEARCE e outros, 2007). Para avaliar a capacidade osteogênica destes novos 

biomateriais, o modelo experimental empregado in vivo deverá apresentar 

características morfológicas de extensão e largura suficientes para impedir a 

regeneração óssea espontânea ao longo da vida do animal. Defeitos ósseos com 

estas características foram definidos por Schmitz e Hõilinger (1986) como críticos, 

uma vez que nestes defeitos a regeneração é limitada às bordas ósseas e o reparo 

é finalizado com a formação de tecido conjuntivo, principalmente pela proliferação do 

tecido conjuntivo circunvizinho em direção à área central do defeito (RUPPRECHT e 

outros, 2003; BARRETO, 2006; CARDOSO e outros, 2006; MIGUEL e outros, 2006).

Para a realização destes experimentos há uma variedade de animais. 

Segundo Frame (1980), durante a escolha destes, deve-se considerar a facilidade 

de obtenção, custo, manejo e a possibilidade de confecção de defeitos ósseos 

estáveis. De acordo com estes parâmetros, o rato é um modelo animal apropriado e 

0 mais utilizado em experimentos laboratoriais. Estes animais, apresentam ainda a 

vantagem de ocupar pouco espaço físico para sua criação e manutenção 

(LIEBSCHNER, 2004) e, em terapias ósseas regenerativas, requerem pequena 

quantidade de biomaterial para preencher os defeitos (SCHMITZ e HÕLLINGER, 

1986).

A calvária do rato adulto é um sítio adequado para os estudos 

experimentais de regeneração óssea (FRAME, 1980), visto que possui fácil acesso e 

manipulação cirúrgica, não requer fixação pós-operatória e tem risco reduzido de 

complicações pós-cirúrgicas (MARDEN e outros, 1994; VERNA e outros, 2002). 

Todavia, não há um consenso entre os autores sobre o exato diâmetro do defeito



4 6

Ósseo crítico a ser criado durante os estudos. Alguns autores utilizam defeitos com 

4mm (MULLIKEN e GLOWACKI, 1980), 5mm (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 

1995; BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998; CACCIAFESTA e outros, 2001), 6mm 

(BRUNEL e outros, 1996) ou 8mm (TAKAGI e URIST, 1982; SCHMITZ e 

HÕLLINGER, 1986; MARDEN e outros, 1994; SWEENEY e outros, 1995; CHESMEL 

e outros, 1998; FERREIRA e outros, 2004; MARINS e outros, 2004; PANG e outros, 

2004; MENDONÇA, 2005; BARRETO, 2006; CARDOSO e outros. 2006; KNESER e 

outros, 2006; MIGUEL e outros, 2006; INTINI e outros, 2007; BARRETO, 2008).

Defeitos críticos com 8mm são mais adequados quando comparados aos 

outros de menor diâmetro, pois a regeneração incompleta, observada apenas 

restrita às bordas do defeito, em média em 3mm, favorece o preenchimento da área 

remanescente com tecido conjuntivo fibroso (TAKAGI e URIST, 1982; SWEENEY e 

outros, 1995; CHESMEL e outros, 1998; BARRETO. 2006; CARDOSO e outros. 

2006; MIGUEL e outros, 2006; INTINI e outros, 2007; BARRETO, 2008).

Desta forma, nos defeitos com dimensões de 4, 5 e 6mm, a área residual 

remanescente é pequena e pode apresentar regeneração óssea completa apenas 

com a utilização de biomateriais osteocondutores, o que não avalia a capacidade 

osteoindutora de novos materiais e/ou técnicas regenerativas.

2.2 BIOENGENHARIA TECIDUAL ÓSSEA

A bioengenharia tecidual é uma área de pesquisa interdisciplinar que 

combina fundamentos e técnicas baseados nos conhecimentos de biologia celular e
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molecular, engenharias química, física e mecânica, ciências dos materiais e 

medicina (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; LIEBSCHNER, 2004; KNESER e outros, 

2006; WEIGEL; SCHINKEL; LENDLEIN, 2006), para desenvolver tecidos ou 

substitutos biológicos que possibilitem restaurar a função perdida de um tecido ou 

órgão.

Para tanto, os pesquisadores baseiam-se na mimetização da estrutura e 

dos mecanismos fisiológicos do tecido ou órgão-alvo. Logo, têm sido empregados 

três elementos fundamentais à regeneração tecidual: células, fatores de crescimento 

e matrizes tridimensionais (IKADA, 2006), nem sempre utilizados simultaneamente.

As MEC são estruturas tridimensionais, sintetizadas fisiologicamente 

pelas células residentes em cada tecido, que têm como função armazenar água, 

nutrientes, fatores de crescimento, citocinas e ainda servem como suporte para 

adesão, crescimento, proliferação e interações celulares, o que as tornam 

promissores componentes a serem aplicados nas terapias regenerativas.

Conquanto, para torná-las apropriadas à regeneração tecidual, durante 

sua preparação e desenvolvimento laboratorial é fundamental aperfeiçoar sua 

arquitetura, topografia e química de superfície em consonância com as 

características morfofisiológicas do tecido a ser regenerado ou substituído 

(ANSELME, 2000).

Estas matrizes, quando implantadas in vivo, adsorvem, previamente à 

interação com as células do hospedeiro, uma camada de proteínas plasmáticas 

(SHIN; JO; MIKOS, 2003; ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008), que 

influenciam o recrutamento, a adesão, a inserção, a diferenciação, a proliferação 

(BOYAN e outros, 1996; CAPES; ANDO; CAMERON, 2005) e a sobrevivência 

celulares (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008), uma vez que as células
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interagem indiretamente com a superfície destas matrizes, por meio do contato 

direto com estas proteinas (SHIN; JO; MIKOS, 2003).

É válido ressaltar que, dentre as diferentes técnicas atuais empregadas 

na fabricação dessas matrizes e os diversos tipos de materiais, a escolha adequada 

é de fundamental importância e depende das particularidades estruturais e físico- 

químicas projetadas para o biomaterial quando da sua implantação in vivo, assim 

como das características fisiológicas a serem restabelecidas no tecido alvo (SEAL; 

OTERO; PANITCH, 2001; VATS e outros, 2003; CAPES; ANDO; CAMERON, 2005).

Estas matrizes podem ser compostas por metais, cerâmicas, polímeros 

naturais e sintéticos ou compósitos, combinação de mais de um destes. É 

importante destacar que os materiais sintéticos não possuem sítios específicos para 

adesão direta aos receptores celulares (LIANG e outros, 2004). Além disso, os 

materiais naturais, compostos primariamente por elementos da MEC, oferecem 

estruturas biológicas apropriadas aos eventos celulares necessário à regeneração 

tecidual (SCHMIDT e BAIER, 2000; LIU e MA, 2004), uma grande vantagem em 

relação aos materiais sintéticos (LIANG e outros, 2004).

De um modo geral, essas matrizes devem ser biocompatíveis, associadas 

a uma resposta inflamatória mínima, de fácil manipulação, preferencialmente sem 

necessidade de procedimentos preparatórios prévios á cirurgia de implantação, 

produzidas em diversos formatos e formas de apresentação, como por exemplo, gel, 

esferas, blocos, grânulos e arcabouços discos (HUTMACHER, 2000; VATS e outros, 

2003; LOGEART-AVRAMOGLOU e outros, 2005; IKADA, 2006; MASTROGIACOMO 

e outros, 2006; DONZELLI e outros, 2007; O’BRIEN e outros, 2007).

Ainda, devem ter fácil adaptação dentro do defeito ósseo, boa capacidade 

de inserção, proliferação e maturação de células-tronco mesenquimais e
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osteoprogenitoras, e formar uma barreira contra os tecidos circunvizinhos 

(KELL0I\/1ÃKI e outros, 2000; DONZELLI e outros, 2007) para impedir a migração 

destes para o interior do defeito ósseo, os quais limitariam a regeneração óssea.

E nas situações onde a biodegradação faz-se necessária, essas matrizes 

devem ser fabricadas com materiais degradáveis que sejam absorvidos com uma 

velocidade proporcional à neoformação óssea gradativa, ao mesmo tempo em que 

possibilitam a transferência de forças ao novo tecido (LIU e MA, 2004; CAPES; 

ANDO; CAMERON, 2005; DONZELLI e outros, 2007). No entanto, não devem 

permanecer por um período excessivamente longo, pois poderá interferir na 

substituição tecidual da matriz (DONZELLI e outros, 2007). Esta velocidade de 

degradação pode ser controlada pelo número de ligação intermoleculares presentes 

no interior de sua estrutura (LIANG e outros, 2004).

Outra característica essencial a essas matrizes é a presença de poros 

interconectados (LIU e MA, 2004; O’BRIEN e outros, 2005; WEIGEL; SCHINKEL; 

LENDLEIN, 2006; DONZELLI e outros, 2007; LIU; XIA; CZERNUSZKA, 2007) que 

estabeleçam uma rede intercomunicante e torne possível a passagem de nutrientes 

(WENG e WANG, 2001), sinais bioquímicos e mecânicos (LIU; XIA; CZERNUSZKA,

2007) e células para o interior da sua estrutura com subseqüente neoformação 

vascular, síntese de nova MEC e formação tecidual. O diâmetro desses poros deve 

ser suficientemente apropriado aos eventos celulares, sem, no entanto, 

comprometer a área de superfície (O’BRIEN e outros, 2005) necessária ao 

espraiamento celular.

Segundo Le Guehennec e outros (2005), se o diâmetro destes for menor 

que lOpm, haverá apenas a circulação de fluidos teciduais no interior da matriz. 

Porém, se o valor se situar entre 15 e 50jjm, tecido neoformado será do tipo
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fibrovascular (GREEN e outros, 2002). Porém, se o diâmetro destes poros for entre 

50 e 150pm haverá adesão, proliferação e crescimento osteoblástico com síntese de 

matriz osteóide (WINTERMANTEL e outros, 1996; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002; 

O’BRIEN e outros, 2005; ARPORNMAEKLONG e outros, 2007) e posterior 

mineralização (Le GUEHENNEC e outros, 2005).

Baseado no que foi exposto, torna-se evidente que as MEC proporcionam 

suporte físico e atuam como substrato que influenciam e regulam a adesão, 

crescimento e diferenciação celular. No entanto, devido á elevada complexidade dos 

seus componentes e das sua interações, ainda não foi possível empregá-las de 

forma integral, apenas alguns dos seus componentes podem ser utilizados tanto in 
vitro quanto in vivo (BADYLAK, 2007). Dentre eles, o colágeno, grupo de proteínas 

mais numeroso nas matrizes naturais, tem sido amplamente utilizado em diversas 

aplicações clínicas.

2.3 COLÁGENO COMO BIOMATERIAL

O colágeno é um polímero natural que confere resistência e integridade 

estrutural a todos os órgãos, principalmente à pele, ao tendão e ao tecido ósseo 

(FARAJ; KUPPEVELT; DAAMEN, 2007), uma vez que forma fibras com elevada 

força tênsil. Dentre os diferentes tipos, destaca-se o tipo I, o qual constitui, 

juntamente com as fibras elásticas, as principais proteínas estruturais da MEC que 

formam os arcabouços naturais encontrados nos tecidos do corpo humano 

(DAAMEN e outros, 2005).
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As fibras do colágeno tipos I, são constituídas por fibrilas formadas por 

moléculas de tropocolágeno. Estas últimas, unidades estruturais básicas desta 

proteína, são compostas por três cadeias polipeptídicas, duas idênticas, 

denominadas a-1, e outra, a-2 (FRIESS, 1998), associadas umas ás outras em uma 

configuração helicoidal (KHOR, 1997; HING, 2004; STRASSER e outros, 2007), 

exceto nas extremidades carboxi e amino terminal, onde há regiões com aa que não 

são agrupados à estrutura da tripla hélice, denominados de telopeptídeos (FRIESS,

1998), responsáveis pela sua antigenicidade (LEVY, e outros, 1986; KHOR, 1997; 

CHEVALLAY e HERBAGE, 2000).

Cada cadeia polipeptídica contém, aproximadamente, 1000 resíduos de 

aa (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996), seqüenciados como unidades 

repetitivas que contêm glicina (Gly), denominadas tripletes do tipo (Gly-X-Y)n, onde 

os resíduos X e Y, frequentemente, são os aa prolina (PLEPIS; GOISSIS; DAS- 

GUPTA, 1996; SEAL; OTERO; PANITCH, 2001) e hidroxiprolina (Figura 1) (PLEPIS; 

GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; SEAL; OTERO; PANITCH, 2001). A localização do 

resíduo de Gly nesta posição, ao longo da cadeia seqüenciada de aa, é um pré- 

requisito para a formação da tripla hélice (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; 

FRIESS, 1998; AMARAL, 2006).

------------------------------------- —̂ F̂2St) mn----------------- .̂..................

Figura 1 -  Seqüência de aa na cadeia polipeptídica a da molécula de tropocolágeno. 
(CUNHA, 2006)
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Alguns resíduos desta proteína são polares em seu estado natural e 

quando dissociados, os grupos carboxílicos (carboxil) carregam-se negativamente e 

os grupos arginílicos (arginil), positivamente (RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999).

As cadeias polipeptídicas desta proteína são estabilizadas por meio de 

ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas e hidrofóbicas, intra e inter­

moleculares (HING, 2004) que proporcionam força tênsil, estabilidade e resistência à 

degradação proteolítica (FRIESS, 1998).

Em análise ultra-estrutural, as moléculas de tropocolágeno medem, 

aproximadamente, 300nm de comprimento e 1,5nm de diâmetro (HING, 2004; 

STRASSER e outros, 2007). Para formar as fibrilas, estas moléculas organizam-se 

longitudinalmente com intervalos de 40nm, entre o final de uma molécula e o início 

de outra, denominados gaps, e dispõem-se bilateralmente com uma diferença de um 

quarto em relação às moléculas adjacentes (HING, 2004), o que forma regiões de 

sobreposição conhecidas como overlaps, medindo 27nm (RHO; KUHN-SPEARING; 

ZIOUPOS, 1998). Esta distribuição molecular é repetitiva e ordenada ao longo da 

estrutura da fibriia, o que caracteriza os períodos D desta proteína (Figura 2) 

(FRIESS, 1998; RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPOS, 1998). Nestes períodos, os aa 

estão distribuídos em grupos, de acordo com seu caráter ácido ou básico, que 

caracterizam os subperíodos, também conhecidos como bandas (Figura 3) (SILVA,

2005).
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> I 1 • ’ * '(2M raxliiaes)
Figura 2 -  Modelo organizacional da fibriia de colágeno mostrando o deslocamento de 

um quarto de uma tripla hélice em relação à molécula adjacente e as regiões de gap e overlap que 
formam o período D do colágeno. (ALVES, 2006)

Figura 3 -  Micrografia de microscopia eletrônica de transmissão (MET) das regiões de 
gap e overlap do período D (A). Em B, nota-se a distribuição dos aa ácidos e básicos que formam os 
subperíodos do intervalo D. (SILVA, 2005; ALVES, 2006)

Nos tecidos mineralizados, o colágeno associa-se a proteínas não- 

colagênicas, que facilitam a deposição de cristais de hidroxiapatita, inicialmente 

amorfos, nas regiões de gap da fibrila de colágeno. Estes posteriormente crescem 

alinhados paralelamente às fibrilas (BOSKEY, 1992), nos espaços interfibrilares da 

fibra de colágeno (RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPOS, 1998; CHEVALLAY e 

HERBAGE, 2000), o que caracteriza uma das duas vias possíveis da 

biomineralização (ANDERSON, 1995).
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A segunda via inicia-se no interior de vesículas da matriz, originadas da 

membrana plasmática dos osteoblastos, condroblastos (BALCERZAK e outros,

2003) e odontoblastos (ANDERSON, 1995). Estas estruturas possuem canais de 

cálcio que favorecem o influxo deste íon e de fosfato do meio extracelular para seu 

interior (BALCERZAK e outros, 2003; SANTIN e outros, 2006). Esse transporte de 

íons fosfato para interior das vesículas inicia o desenvolvimento de um complexo 

mineral amorfo, seguido pela rápida formação dos cristais de HA (BALCERZAK e 

outros, 2003). Os agregados cristalinos crescem, rompem as vesículas e são 

liberados para o meio extracelular, onde servem como centro de nucleação mineral. 

Esta forma de biomineralização é auto-sustentável, desde que os níveis de cálcio e 

fosfato no fluido extracelular sejam constantes (ANDERSON, 1995).

O colágeno, além de proporcionar suporte estrutural aos tecidos e órgãos, 

também desempenha importante função na formação destes, haja vista que 

participa da orientação das moléculas e está envolvido em diversas expressões 

celulares funcionais (LEE; SINGLA; LEE, 2001), o que o torna uma matéria-prima 

adequada e amplamente utilizada na preparação de biomateriais desenvolvidos para 

aplicações clínicas diversas, especialmente na bioengenharia tecidual óssea.

Em adição, esta proteína também se destaca como base para a 

confecção de biomateriais por possuir propriedades hemostáticas, ter alta 

biocompatibilidade e baixa antigenicidade (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; 

CIRELLI, e outros 1997; RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999; CHEVALLAY e 

HERBAGE, 2000; LEE; SINGLA; LEE, 2001; ROCHA e outros, 2004; 0 ’BRIEN e 

outros, 2005).

Ademais, o colágeno possibilita a adesão, a inserção e o crescimento 

celular em associação á sua estrutura, por possuir em sua composição molecular
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domínios de reconhecimento celular (ANSELME, 2000), conhecidos como 

seqüências RGD, formadas pelos aa arginina-glicina-ácido aspártico (COWLES e 

outros, 1998). Estes sítios interagem com a fibronectina presente na MEC, que por 

sua vez reconhece glicolipídeos presentes na membrana plasmática (KLEINMAN; 

KLEBE; MARTIN, 1981) e estabelece, assim, adesões fibrilares (CUKIERMAN e 

outros, 2001) essenciais á ancoragem celular.

Concomitantemente, o colágeno também constitui adesões focais, por 

meio da ligação das RGD às integrinas encontradas nas superfícies celulares. Estas 

adesões consistem em uma forma de ligação do citoesqueleto e proteínas 

citoplasmáticas ao meio externo (Figura 4) (BAXTER, e outros, 2002) e transmite 

informações entre as moléculas da MEC e as proteínas citoplasmáticas 

(CUKIERMAN e outros, 2001). Assim, uma vez integradas, as integrinas ativam uma 

cascata de reações intracelulares que conduzem às respostas celulares, por meio 

da expressão gênica e subseqüente alteração no fenótipo celular (MEYER e outros, 

2005; STEVENS e GEORGE, 2005), o que possibilita a célula aderir à superfície do 

biomaterial (BAXTER e outros, 2002) e emitir extensões citoplasmáticas, 

denominadas lamelipódios, indispensáveis a migração celular (GIANCOTTI e 

RUOSLAHTI, 1999).

Esta interação célula-colágeno fundamenta o grande potencial da 

utilização desta proteína na bioengenharia tecidual (CHEVALLAY e HERBAGE,

2000), a partir da sua reconstituição ou purificação, ou manutenção de sua estrutura 

original, porém acelularizada (GRATZER; SANTERRE; LEE, 2004), especialmente 

como matrizes tridimensionais para suporte e crescimento celular.
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Figura 4 -  Esquema ilustrando a integração das proteínas da MEC, em especial o 
colágeno, com a superfície celular, via RGD. (modificado de GIANCOTT! e RUOSLAHTI, 1999)

Vale ressaltar que a estrutura destas matrizes, assim como seu método 

de preparação, influenciam a resposta inflamatória, a angiogênese e a afinidade 

eletrostática para o sítio de implantação (VARDAXIS; BOON; RUIJGROK, 1996). 

Para se obterem os resultados desejados a partir dos objetivos traçados, esta 

proteína necessita' ter suas propriedades físicas, químicas e biológicas, tais como, 

antigenicidade, suscetibilidade a degradação enzimática e resistência mecânica, 

aperfeiçoadas (FRIESS, 1998; RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999; JORGE- 

HERRERO e outros, 1999; LEE; SINGLA; LEE, 2001; CHEN; HO; SHEU, 2005), por 

meio de tratamentos físicos ou químicos (PETITE e outros, 1995).

Para o tratamento químico existem diversas técnicas e substâncias, 

selecionadas de acordo com a aplicação clínica do biomaterial (JORGE-HERRERO 

e outros, 1999). Uma técnica que tem sido empregada com sucesso é a hidrólise 

seletiva dos grupos carboxiamida dos resíduos de Asn e Gin (Figura 5) (PLEPIS; 

GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; LACERDA; PEPLIS; GOISSIS, 1998; BET; GOISSIS; 

LACERDA, 2001). Este método torna esta proteína com propriedades superiores 

àquelas do colágeno nativo (RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999), principalmente suas
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propriedades piezoelétricas (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998; GÓES e outros, 

2002), sem alterar a estrutura química secundária (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 

1998; GOISSIS e outros, 1998; BET; GOISSIS; LACERDA, 2001). Durante este 

procedimento, as células da matriz nativa são removidas (BET; GOISSIS; 

LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002) e há a introdução de cargas 

negativas (GOISSIS e outros, 1998), devido à dissociação dos grupos carboxílicos 

(RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999), que variam de acordo com o tempo de hidrólise 

(BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002).

Grupo carboxiamida
O
II OH'

Colágeno Colágeno

Figura 5 -  Esquema da hidrólise, em meio alcalino, dos resíduos de Asn e Gin 
presentes no colágeno. (PAULA, 2003)

Se a hidrólise for de 24 horas, a quantidade de cargas negativas 

adicionadas a esta proteína não interfere na capacidade do colágeno em formar 

fibrilas (BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002). No 

entanto, modifica suas interações eletrostáticas e produz alterações na superfície 

das microfibrilas, com subseqüente alteração da sua topografia (BET e outros, 2003; 

GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003; SILVA, 2005), observada por meio da 

redução na distância entre os subperíodos do intervalo D (BET e outros, 2003), 

caracterizada pela mudança na conformação da barreira hidrofóbica presente na 

junção gap-.overlap (FIGURA 6) (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003), 

favorecendo a deposição de íons de cálcio e de fosfato por diferenças eletrostáticas 

e, conseqüentemente, promovendo a mineralização in vitro e in vivo (ROCHA;
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GOISSIS; ROSSl, 2002; GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003; R O C H A  e 

outros, 2004; SILVA, 2005; MIGUEL e outros, 2006).

hidrofóbicos#  aa básicos #  aa ácidos #  aparagina e glutamina aa hi

Figura 6 -  Alteração na confonnaçâo da barreira hidrofóbica, após 24 horas de hidrólise 
dos resíduos de Asn e Gin. (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003; SILVA, 2005)

De acordo com o estudo morfológico realizado por Rocha; Goissis; Rossi 

(2002), após a hidrólise o aspecto denso da matriz nativa assume aspecto 

esponjoso, com poros de diferentes formas e diâmetros (Figura 7). Essas 

características,^em conjunto com sua topografia e energia de superfície, influenciam 

positivamente a“ adesão e comportamento das células (BET e outros, 2003; 

GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003), sobretudo por não alterar a conformação 

dos domínios R G D  (ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002).
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Figura 7 -  (A) Pericárdio bovino nativo. (B) Pericárdio bovino poroso após 24 horas de 
hidrólise dos resíduos de Asn e Gin. Nota-se que os poros possuem diferentes formas e diâmetros. 
Barra lOOpm. (ROCHA; GOISSIS; ROSSl. 2002)

Assim, 0  comportamento biomimético destas matrizes colagênicas 

aniônicas na deposição de cristais de hidroxiapatita de permeio às fibrilas de 

colágeno corrobora com o potencial uso destes biomateriais como suporte para o 

crescimento tecidual na regeneração do tecido ósseo.

No contexto da bioengenharia tecidual, o controle da biodegradação desta 

proteína é essencial à regeneração tecidual. Os protocolos de tratamentos 

instituídos ao colágeno para alterar sua resistência à proteólise baseiam-se no 

estabelecimento de novas ligações cruzadas entre grupos de aa funcionais da 

molécula (CIRELLI e outros, 1997; KHOR, 1997; GRATZER; SANTERRE; LEE,

2004), as quais, uma vez estabelecidas, reduzem ou neutralizam as propriedades 

antigênicas, ao mesmo tempo e m  que aumentam a resistência à degradação e 

possibilitam uma maior permanência do biomaterial no sítio de implantação 

(CIRELLI e outros, 1997), o que é compatível com a neoformação tecidual óssea.

De um modo geral, os principais agentes usados para este fim são 

bifuncionais, capazes de interagir com o colágeno e m  dois sítios diferentes (KHOR, 

1997). Dentre estes, o mais amplamente utilizado é o G A  (PETITE e outros, 1995;
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CHEVALLAY e HERBAGE, 2000; SCHMIDT e BAIER, 2000; A N G E L E  e outros, 

2004), sobretudo e m  biomateriais com finalidade de substituir próteses valvulares 

cardíacas (KHOR, 1997; GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999), de ser aplicado em 

correções plásticas (PAULA; GOISSIS; MARTINS, 2007), no tratamento da 

incontinência urinária ( K N U D S O N  e outros, 2006) ou na regeneração de tecidos 

moles, como o periodonto (CIRELLI e outros, 1997) e duro, como o osso (MIGUEL e 

outros, 2006).

Os aldeídos presentes e m  cada extremidade da molécula de G A  

interagem quimicamente com os grupos amino (KHOR, 1997), especificamente com 

os resíduos de lisina e hidroxilisina (GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999; JORGE- 

H E R R E R O  e outros, 1999) presentes nas cadeias laterais dos resíduos de Asn e 

Gin (JORGE-HERRERO e outros, 1999) e produzem ligações cruzadas entre estes 

(FIGURA 8), alterando as propriedades microestruturais do colágeno 

(CHARULATHA e RAJARAM, 2003). Além de introduzir mais ligações do que os 

outros tipos de aldeídos, com o uso do GA, estas ligações são mais estáveis 

(BOWES e CATER, 1965).

Figura 8 -  Esquema das ligações cruzadas estabelecidas pelo GA com a molécula de 
colágeno. (CUNHA, 2006)

As ligações cruzadas entre os resíduos de lisina e hidroxilisina elevam o

peso molecular, reduzem a solubilidade, conservam a configuração molecular

(BOWES e CATER, 1965), aumentam as cargas negativas ( B O W E S  e CATER,
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1965; TILLER e outros, 2001) e a resistência à degradação ( B O W E S  e CATER, 

1965; FRIESS, 1998) e, por fim, diminuem a antigenicidade (CROFTS e 

TROWBRIDGE, 1988; GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI. 1999).

A  reação do G A  com o grupamento amino das proteinas depende da 

espessura do biomaterial (KHOR, 1997), da concentração do aldeído, do tempo de 

reticulação, da temperatura de reticulação e do pH ( B O W E S  e CATER, 1965; KHOR, 

1997; GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999). Este último deve permanecer entre 7 e 

8. Valores menores limitam a reação e, maiores, favorecem a formação de polímeros 

e reduz sua eficácia ( B O W E S  e CATER, 1965).

E m  relação à concentração do GA, estudos têm demonstrado que, de 

forma geral, as menores são mais eficientes (VARDAXIS; BOON; RUIJGROK, 1996; 

KHOR, 1997; FRIESS, 1998), visto que são adequadas para elevar a estabilidade 

térmica (GAVILANES e outros, 1984), desencadeiam respostas inflamatórias mais 

brandas e mineralização mais eficiente (VARDAXIS; BOON; RUIJGROK, 1996).

O  tempo de tratamento do biomaterial varia, também, de acordo com sua 

espessura (KHOR, 1997), tendo e m  vista que, quando as ligações são estabelecidas 

com os aa lisina e hidroxilisina, ocorre uma impermeabilização superficial que 

retarda a penetração do G A  no interior do biomaterial (KHOR, 1997; GOISSIS; 

BRAILE; GIGLIOTI, 1999). Desta forma, reticulações por períodos mais longos 

possibilitam a formação de um maior número de ligações cruzadas no interior do 

material, o que favorece a permanência do biomaterial no sítio de implantação, uma 

vez a degradação é inversamente proporcional ao número de ligações cruzadas 

estabelecidas (GOISSIS e outros, 1999).

Adicionalmente ao problema da impermeabilização, estas ligações são 

responsáveis pela liberação de monômeros de aldeído livres que resultam e m
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citotoxicidade (SPEER e outros, 1980; C O U R T M A N  e outros, 1994; GOISSIS; 

BRAILE; GIGLIOTI, 1999), representada in vivo por uma resposta inflamatória que 
pode limitar a migração e proliferação das células regenerativas e, 

conseqüentemente, sua aplicação clinica. Entretanto, Vardaxis, Boon, Ruijgrok, 

(1996), Cirelli e outros (1997); Goissis e outros (1999) e Miguel e outros (2006) 

observaram que esta resposta inflamatória não compromete a utilização das 

matrizes colagênicas, ao menos nas técnicas de regeneração tecidual, uma vez que 

a inflamação evidenciada nesses estudos foi do tipo crônica moderada e regressiva 

ao longo do tempo.

Outra caracteristica que pode ainda pode limitar algumas aplicações 

clínicas dos biomateriais reticulados e m  G A  é a facilidade de mineralização após 

implantação (JORGE - H E R R E R O  e outros, 1999; C H E V A L L A Y  e HERBAGE, 2000; 

SCHMIDT e BAIER, 2000), especialmente na substituição de próteses cardíacas ou 

nas aplicações para correções plásticas, situações onde não se deseja 

mineralização.

Esse mecanismo é desencadeado por diferentes fatores, dentre eles a 

presença de fosfolipídeos, que atraem eletrostaticamente íons cálcio (KHOR, 1997), 

e de remanescentes celulares retidos durante o processamento tecidual (SCHIMIDT 

e BAIER, 2000). E m  alguns biomateriais colagênicos, como aqueles derivados do 

pericárdio bovino, existem fatores constitutivos, carregados negativamente, como 

por exemplo as proteoglicanas ácidas e os fosfolipídeos, que favorecem a atração 

de íons cálcio e fosfato para o interior da sua estrutura, onde são depositados nas 

regiões de gap e overlap do período D desta proteína (JORGE-HERRERO e outros, 
1999). Diante do exposto, nota-se que há um mimetismo do padrão de 

mineralização fisiológica observada nos tecidos mineralizados. Logo, nas situações



63

clínicas onde a mineralização faz-se necessária, biomateriais colagênicos, 

reticulados e m  GA, apresentam grande potencial para uso clínico.

U m a  vantagem adicional na utilização de biomateriais colagênicos 

aniônicos de fabricação nacional está correlacionada ao seu baixo custo de 

preparação e m  relação ao biomateriais importados (GOISSIS e outros, 1998; 

ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002; R O S A  e outros, 2003).



Obj etivos
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO G E R A L

Avaliar histomorfometricamente o potencial osteogênico de matrizes 

colagênicas aniônicas, reticuladas ou não e m  glutaraldeído, implantadas em defeitos 

ósseos críticos, e m  calvária de rato.
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3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

A) Analisar histomorfologicamente, por microscopia de luz, a regeneração 

de defeitos ósseos críticos, criados em calvária de rato, com implantação de 

matrizes tridimensionais de colágeno, aniônicas e não-aniônicas, reticuladas ou não 

em glutaraldeído, avaliadas nos pontos biológicos de 15, 45, 90 e 120 dias de pós- 

implantação do biomaterial.

B) Quantificar morfometricamente a neoformação vascular e a 

neomineralização decorrentes da implantação dos biomateriais supracitados, nos

, mesmos pontos biológicos de observação.

í"
I C) Identificar, por técnicas de imunoistoquímica indireta, a presença de

' vasos sangüíneos e a ativação macrofágica, observados de permeio às fibras de

p colágeno, nos pontos biológicos supracitados.



Materiais e Métodos
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4  M A T E R I A I S  E  M É T O D O S

4.1 M O D E L O  EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados no Centro 

de Criação de Animais de Experimentação da Escola de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal da Bahia (UFBA), após aprovação no Comitê de Ética no Uso 

de Animais (anexo I) do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz (CPqGM) da Fundação 

Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Nesta pesquisa foram utilizados, como modelo experimental, oitenta e 

seis ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem wistar, com massa corporal entre 
400 e 450g, com, aproximadamente, 3 a 5 meses de idade. Durante todo o 

experimento, os animais receberam água à vontade e ração sólidaV Os animais 

foram divididos aleatoriamente para a composição de quatro grupos, com seis 

animais e m  cada ponto biológico, exceto para o Gl, que foi composto por cinco 

animais, e m  virtude da perda de biomaterial do mesmo lote para ser implantado 

durante o experimento: Gl - matriz colagênica aniônica com 24h de hidrólise e

 ̂Nuvital do Brasil®



69

15min de reticulação e m  G A  0,05% (MCAHGA); Gll - matriz colagênica aniônica 

com 24h de hidrólise (MCA); GUI - matriz colagênica neutra, controle positivo (MCN) 

e GIV - defeito ósseo vazio, sem implantação de biomaterial, preenchido por 

coágulo sanguíneo, controle negativo. Os animais foram avaliados ao final de 15, 45, 

90 e 120 dias de acordo com a tabela 1. Para o grupo GUI, devido à quantidade 

limitada de biomaterial, optamos e m  excluir o ponto biológico de 90 dias.

Tabela 1 - Número de animais de acordo com o grupo e período.

4.2 BIOMATERIAIS

4.2.1 Preparação das matrizes por meio da hidrólise seletiva

Os biomateriais implantados nos grupos I e II foram desenvolvidos e 

fornecidos pelo Prof. Dr. Gilberto Goissis da Proline Biomédica®. As matrizes foram 

preparadas a partir de mantas de pericárdio bovino com dimensões de lOxIOcm 

tratadas com uma solução alcalina composta por sulfatos e cloretos de K"̂, Ca"̂ "" e
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Na"" a 20°C, durante 24h. E m  seguida, as mantas foram estabilizadas por seis horas, 

em uma solução neutra composta por cloretos e sulfatos dos cátions supracitados. O  

excesso de sais residuais foi removido por lavagens sucessivas com ácido bórico a 

3% (3x, 6h), E D T A  0,3% com pH 11 (3x, 6h) e água destilada (6x, 2h). Logo depois, 

as matrizes foram estabilizadas e m  tampão fosfato 0,14mol‘\ com pH 7,4 e lavadas 

com água destilada (3x, 15min). Ao final deste tratamento, a matriz densa do 

pericárdio bovino tornou-se acelularizada, porosa (BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; 

ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002) e a molécula do colágeno, neutra e m  pH 7,4, 

aniônica, devido á introdução de 46±12 cargas negativas por molécula desta 

proteína (LACERDA; PEPLIS; GOISSIS, 1998; BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; 

BET e outros, 2003)

4.2.2 Reticulação das matrizes e m  G A

As M C A  do Gl foram reticuladas, durante 15min, e m  G A  (0,05%), em 

tampão fosfato 0,14 mol'̂  com pH 7,4. Após este procedimento, as matrizes foram 

lavadas e m  água destilada (3x), congeladas e m  nitrogênio líquido e submetidas á 

liofilização e m  equipamento modelo FREEZE DRYER Modulyo^, até obtenção de 
peso constante (CIRELLI e outros, 1997; GOISSIS e outros, 1999).
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4.2.3 Controle positivo

Este estudo utilizou como controle positivo, matrizes colagênicas neutras 

produzidas a partir de tendão bovino, sem hidrólise seletiva e reticulação e m  GA^. 

Estas matrizes foram preparadas, caracterizadas e fornecidas pela Dr̂ . Isabel Maria
V

Santana Ramos de Freitas Amaral, do Instituto de Engenharia Biomédica - INEB, 

Universidade do Porto, Porto, Portugal. As matrizes deste colágeno apresentaram 

poros com diâmetro médio de 173|jm (Figura 9).

Figura 9. Fotomicrografia grafia de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) da matriz 
de colágeno neutro.

4.2.4 Esterilização e recorte dos biomateriais

'As matrizes colagênicas aniônicas, implantadas nos grupos I e II, foram 

colocadas e m  embalagens apropriadas e submetidas ao processo de esterilização 

em óxido de etileno. Já as matrizes implantadas nos animais do GUI foram imersas 

® Sigma À ldrich® (C -07891)
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em álcool absoluto e submetidas à tratamento à vácuo para remover possíveis 

bolhas de ar coritidas no seu interior. Ao final, as matrizes já posicionadas ao fundo 

do tubo falcon permaneceram na mesma solução por 10min. Depois desse período,
e

foram imersas, de forma seqüencial, e m  soluções de álcool a 70% (30min), 50% 

(10min) e 25% (10 min). Todas as vezes que se fazia necessário, foram recolocadas 

sob tratamento a vácuo para remoção de bolhas de ar. Por fim, as matrizes foram

hidratadas, por 2 vezes, e m  solução de PBS^ {Phosphate Buffer Solution) (lOmin).
^  'i..

Anteriormente á implantação nos defeitos, os biomateriais foram 

recortados e m  capela de fluxo laminar, com o auxílio de um cortador manual, 

devidamente esterilizado (Figura 10 A), com diâmetro de 8,5mm e, acondicionados
• . K

■ • 4 .
em frasco tipo eppendorf^ (Figura 10 B) contendo solução fisiológica salina, 

mantidas submersas até o momento da cirurgia (Figura 11 A  e B).

. ^

r Figura 10 -  (A) Cortador manual das matrizes com aproximadamente 8,5mm de 
diâmetro e (B) biomaterial acondicionado em frasco tipo eppendorf {2mL) contendo solução fisiológica 
estéril, para hidratação prévia à cirurgia.

* P3813 Sigma
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-F igura 11 -  Vista macroscópica superior do biomaterial reticulado em GA, hidratado, 
apresentando 8,5mm de diâmetro (A) e lateral, onde é possível observar sua espessura de 
aproximadamente 0,8mm (B).

-fi'
4.3 TÉCNICA CIRÚRGICA

: r. í '■ 'Jj} r»/ ■" V 'i *
• ^  ̂  Previamente à realização dos procedimentos cirúrgicos, os animais

.'Vc.
receberam anestesia geral com injeção intramuscular de cloridrato de quetamina® na

N ’ ■ 'i *
proporção de 0,08mU100g de massa corporal e sedação e analgesia com injeção 

intramuscular e m  dose única de cloridrato de xilazina® na proporção de 0,04mL/100g

de massa corporal. E m  seguida, foram posicionados e m  decúbito ventral para a
•*%.

realização da tricotomia e anti-sepsia do campo operatório com álcool iodado.

Após esta etapa, fez-se uma incisão cutânea bicoronal, semilunar, com

aproximadamente 3cm de extensão, com lâmina de bisturi n°. 15 (Figura 12 A),
 ̂ t

seguida de divulsão, com tesoura reta de ponta romba, e elevação do retalho para 

acesso ao* periósteo (Figura 12 B). Seguidamente, esta membrana foi incisada e, 
«

com 0  auxílio de uma espátula n°. 07 e pinça clínica, foi removida e o tecido ósseo

' Vetaset®
' Copazine® 2%



74

subjacente exposto (Figura 12 C). Para confeccionar os defeitos ósseos críticos com 

aproximadamente 9,0mm de diâmetro utilizou-se uma fresa trefinâ  com 8 m m  de 

diâmetro interno e espessura de Imm, montada e m  contra-ângulo com redução de 

1:16 (Figura 12 D), acoplado e m  motor cirúrgico® com lõOOrpm, sob constante 

irrigação com solução fisiológica estéril. Os defeitos com aproximadamente 0,8mm 

de espessura, correspondente à espessura do osso da calvária, foram 

confeccionados na porção mediana da calvária (Figura 12 E e F), entre os vértices 

das suturas anterior e posterior, e removido o fragmento ósseo acompanhado da 

dura-máter. Por fim, os biomateriais foram implantados (Figura 12 G), o retalho 

reposicionado e suturado com pontos interrompidos (Figura 12 H) com fio de seda 

4.0®.

Após o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos e m  caixas 

plásticas individuais, identificadas conforme grupo e ponto biológico. Na ficha de 

identificação, ainda constavam a massa corporal do animal, data da cirurgia e do 

sacrifício e o nome do pesquisador.

’’ Dentofiex 
® Driller BLM 350®
® Ethicon, Johnson & Johnson®
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Figura 12 -  Seqüência cirúrgica para a confecção dos defeitos ósseos críticos e implantação dos 
biomateriais; (A) incisão cutânea bicoronal semilunar, (B) descolamento e remoção do periósteo, (C) 
tecido ósseo exposto, (D) confecção do defeito ósseo crítico com fresa trefina, (E) demarcação do 
defeito ósseo na p o r^o  mediana da calvária, (F) defeito crítico (9,0mm) confeccionado, (G) 
implantação das matrizes colagênicas e (H) retalho reposicionado e suturado com pontos 
interrompidos. •'
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4.4 OBTENÇÃO DOS ESPÉCIMES

Ao final dos períodos de 15, 45, 90 e 120 dias, os animais foram 

mortos pela inalação de gás carbônico e m  câmara de C O 2 . Logo após, 

removeu-se a porção superior da calvária com auxílio de u m  alicate de corte e 

tesouras de extremidade reta e romba. E m  seguida, removeram-se os tecidos 

moles e os espécimes obtidos foram colocados e m  recipientes plásticos, 

previamente identificados, contendo álcool a 70% para fixação, por no mínimo 

sete dias, e armazenados e m  geladeira.

4.5 P R O C E S S A M E N T O  HISTOLÓGICO

Esta etapa foi realizada no Laboratório de Bioengenharia Tecidual e

Biomateriais (LBTB) do Instituto de Ciências da Saúde (ICS) da UFBA. A

inclusão dos espécimes foi feita e m  resina, segundo o protocolo cedido pela

Prof. Dr®. Maria Eugênia Leite Duartê °, do Instituto de Ciências Biomédicas

(ICB) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Previamente à

inclusão e m  resina, os espécimes foram reduzidos com discos de carburundum

n°. 409^\ acoplados e m  motor elétrico rotativô ,̂ nas partes Iátero-inferiores,

posterior e anterior da calvária (Figura 13 A). Nesta última, 0  desbaste excluiu

3 m m  da região anterior ao defeito (Figura 13 B).

Comunicação pessoal 
"  Dremel®

Dremel®
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8.5 mm

5.0 mm

Figura 13 -  Esquema dos recortes Iátero-inferiores e posterior dos espécimes (A) 
e da porção anterior com exclusão de 3mm de defeito ósseo (B).

De acordo com a seqüência do protocolo descrito na tabela 2, logo 

após a fixação e m  álcool a 70 %  (etapa I), os espécimes foram desidratados 

(etapas II, III e IV), clarificados (etapa V) e infiltrados e m  três soluções 

diferentes (etapas VI, VII e Vlll), descritas na tabela 3. Todas estas etapas 

foram feitas à temperatura de 4°C.

Tabela 2. Seqüência do protocolo de processamento histológico em 
resina metil-metacrilato. (BARRETO, 2008)

Etapas 1 II III IV V VI VII Vlll

Solução
Alcool
70%

Alcool
95%

Alcool
100%

Alcool
100%

Xilol Solução
1

Solução
II

Solução
III

Dias 02 02 01 01 01 02 02 01

Tabela 3, Composição das soluções I, II e 111 utilizadas nas etapas 
VI, VII e Vlll durante o processamento histológico para inclusão dos espécimes 
em resina metil-metacrilato. (BARRETO, 2008)

Substância Solução 1 Solução II Solução III

Metil-Metacrilato 75mL 75mL 75mL

Di-Butil-ftalato 25mL 25mL 25mL

Peróxido de Benzoila - 1g 25g



Após estas etapas, os espécimes foram incluídos com a porção 

anterior do defeito voltado para baixo, de forma semelhante àquela ilustrada no 

esquema da figura 13 B, e m  uma base semi-sólida de resina metil-metacrilato. 

Para isto, colocou-se 2,0mL da solução III e m  frascos de vidro com tampa 

plástica rosqueável e levados à estufa com temperatura aproximada de 40°C, 

por no mínimo dois dias, para formar a base. Após a inclusão do espécime e o 

endurecimento da base, adicionou-se 5mL da solução III para submergir toda a 

amostra e formar o bloco de resina. E m  seguida, os frascos foram fechados e 

colocados na estufa a 40°C por no mínimo três dias, para a completa 

polimerização da resina.

Na sequência, após a polimerização da resina os vidros foram 

quebrados para obtenção dos blocos, os quais foram desbastados com uma 

fresa retâ ,̂ acoplada ao motor elétrico rotativo. Para realização dos cortes 

histológicos, os blocos recortados foram adaptados ao micrótomo^"* para cortes 

de tecidos não descalcificados e desbastados até o diâmetro aproximado de 

8,5mm do defeito (Figura 14), mensurado com u m  compasso de ponta seca e 

uma régua milimetrada. E m  seqüência, realizaram-se os cortes histológicos 

seriados de 6|am de espessura, os quais foram corados por hematoxilina- 

eosina (HE), picrossírius-vermelho (PV) para identificação das fibras de 

colágenas e Tricrómico de Masson Goldner (TG) para observação do tecido 

ósseo neoformado, e examinados por microscopia de luz comum^®.
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. Matriz Colagênica p»  Tecido ósseo 
remanescente

l l l t lH I t I t l l l l l l l lH t l I l lH *

------------ 8,5 mm----------

Figura 14 -  Esquema da área seccional do defeito, após corte transversal do
bloco.

Ademais, u m  animal de cada grupo foi preparado para inclusão em 

parafina, de acordo com protocolo de processamento histológico de rotina. 

Para tanto, as amostras foram descalcificadas e m  ácido nítrico a 7 %  por um 

período de duas horas. Logo após, as calvárias foram processadas em 

processador automático’®, incluídas e m  parafina com a região do defeito 

voltada para baixo e cortadas seriadamente com 5|am de espessura e coradas 

com as mesmas colorações descritas anteriormente.

As amostras destinadas à análise imunoistoquímica foram 

preparadas de forma semelhante á descrita anteriormente. Para a realização 

desta técnica, no entanto, os cortes foram realizados com 4p m  de espessura. 

Foram utilizados os anticorpos ED-1, actina-a de músculo liso, TGF-(3 e fator 

Vlll. Esta etapa foi desenvolvida no Laboratório de Patologia Celular do 

Departamento de Histologia e Embriologia do ICB da UFRJ, sob orientação da 

Prof®. Dr®. Christina Maeda Takiya.

16 Leica AST 300®
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4.6 ANÁLISE MORFOMÉTRICA

Na avaliação morfométrica, mensurou-se os seguintes parâmetros: 

(A) extensão linear do defeito, e m  milímetros, (B) área seccional 

neomineralizada e m  relação à área seccional total do defeito (Figura 15) e (C) 

número de capilares sanguíneos e m  área padrão de 10®pm^ (selecionada 

aleatoriamente) do defeito. Nesta avaliação, foram considerados apenas os 

capilares cortados transversalmente, cuja relação entre os diâmetros horizontal 

e vertical não ultrapassasse 20%.

Figura 15 -  Esquema da vista transversal da extensão linear e da área seccional 
do defeito. Neste diagrama, destaca-se também a região supradural do defeito, a qual foi 
sempre orientada para baixo, nos cortes histológicos.

Para tanto, utilizou-se o seguinte equipamento: microscópio óptico’̂ 

com câmera digitaP®, utilizando o Sistema de Análise de Processamento de 

Imagens’®.

Leica DME 
DFC 300 FX®
Software Leica QWIN 3.1®
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4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Para análise estatística, empregou-se o software GraphPad Prism® 
versão 3.1. As diferenças entre as médias foram avaliadas usando-se os 

testes: l\/lann Whitney (teste não-paramétrico), regressão linear e análise de 
variância (ANOVA - one way) com pós-teste de Newman -  Keulis. Para um 
nível de significância de 0,05, os valores foram assim considerados: (A) NS - 

não significante (p > 0,05), (B) S - significante (0,05 > p > 0,005), (C) M S  - 

muito significante (0,005 > p > 0,001) e (D) ES - extremamente significante (p < 

0,001).



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1. ANÁLISE H I S T O M O R F O L Ó G I C A

15 dias

G  I- M C A G A

Neste ponto biológico o biomaterial implantado apresentou 

espessura aproximada de 0,07mm, o qual foi visto preenchendo toda a 

extensão do defeito, com fragmentação de suas fibras na região central. Na 

interface entre este e a borda óssea houve formação de tecido conjuntivo 

frouxo com proliferação vascular, evidente somente nesta região (Figura 16 B). 

Na periferia do biomaterial observou-se proliferação e migração de células 

fusiformes, e m  direção centrípeta (Figurais), associadas ao edema entre as 

fibras, o qual as dissociou, principalmente, nas proximidades das bordas 

ósseas.



De permeio às fibras do biomaterial, houve inflamação crônica 

discreta com células mononucleares e células gigantes multinucleadas. Estas 

últimas estavam associadas aos fragmentos ósseos e ao biomaterial, 

principalmente na periferia da matriz, na região próxima à borda óssea, as 

quais se apresentaram ora em bisel ora sem, com neoformação óssea 

regenerativa muito discreta.

Nas adjacências da reação granulomatosa, próximas das bordas 

ósseas e na região central do defeito, notou-se, na região supradural, início de 

neomineralização com formação de núcleos esparsos (Figuras 17 e 19). Na 

periferia destes, foram identificadas células com aspecto de osteoblastos 

ativos. E m  alguns casos evidenciou-se esparsos fragmentos ósseos 

contaminantes na região supradural, observados, principalmente, na periferia 

do defeito.
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G  II - M C A

As matrizes implantadas apresentaram, aproximadamente, 0,05mm 

de espessura e foram vistas e m  toda extensão do defeito. Na interface entre 

estas e as margens ósseas notou-se inflamação crônica granulomatosa 

discreta associada à formação de tecido conjuntivo frouxo (Figuras 20 e 22). 

De permeio às fibras do biomaterial, nas áreas onde a inflamação crônica foi 

observada, evidenciou-se edema, hemorragia e fragmentação das fibras de 

colágeno da matriz. E m  paralelo, foi verificada a proliferação de células



fusiformes, algumas com aspecto morfológico de fibroblasto (Figura 23), e 

neoformação vascular acompanhada por fibrose. Neste ponto biológico 

evidenciou-se neoformação óssea regenerativa discreta, e m  associação às 

bordas ósseas (Figura 20) e às vezes na área central do defeito, na região 

supradural. Por meio da análise imunoistoquímica observou-se a expressão 

intracelular do e TGF-P e m  macrófagos e secretado no interstício, por entre as 

fibras do biomaterial. Notou-se também a expressão ED-1 e m  macrófagos 

ativados (Figura 24).
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G  III- M C N

No interstício entre as bordas ósseas e o biomaterial, observou-se 

formação de tecido conjuntivo frouxo com proliferação vascular (Figura 25) e 

infiltrado inflamatório mononuclear moderado, com predomínio de linfócitos. De 

permeio as fibras do biomaterial, notou-se também, reação inflamatória, e m  

quase toda sua extensão e espessura, porém com predomínio de 

polimorfonucleares, acompanhados de poucas células fusiformes (Figura 26). 

Nas áreas onde a inflamação foi notada com menor densidade celular 

observou-se edema e hemorragia.

Na periferia do biomaterial, onde a inflamação crônica 

granulomatosa mostrou-se mais evidente, notou-se fragmentação das suas 

fibras colagênicas e formação de tecido conjuntivo fibroso de permeio as estas, 

em direção centrípeta ao biomaterial. As matrizes foram circundundadas por
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tecido fibroso. A  mineralização foi evidente somente restrita às margens do 

defeito, característica da regeneração observada e m  proximidades às bordas 

(Figura 25 A).

G  IV - Controle

Os defeitos deste grupo mantiveram-se sem implantação de 

arcabouços tridimensionais. Assim, observou-se, e m  toda sua extensão, 

inflamação crônica discreta associada à proliferação vascular, mais evidente 

nas proximidades das bordas ósseas. Notou-se também proliferação discreta 

de células fusiformes e fibroblastos com síntese de tecido conjuntivo frouxo, 

observado e m  toda a sua área seccional (Figura 29). A  neoformação óssea 

regenerativa mostrou-se restrita às bordas ósseas do defeito (Figura 28 A), 

contudo na área central do defeito, na região supradural, evidenciou-se raros e 

pequenos núcleos de mineralização.



üf

lOOpm

Figura 16. Gl 15 D -  (A) Borda óssea (BO) em bisel associada à regeneração na região supradural (RSD) e 
biomaterial (BIO) implantado. HE; resina. Barra 200nm. (B) Interface de tecido conjuntivo (TC) entre a borda óssea 
e 0 biomaterial, e conjuntivo neofonnado entre suas fibras coradas de vermelho, com migração celular. Tricrómico 
de Masson Goldner (TG); resina. Barra 100pm.

©

200gm

Figura 17. G I 1 5  D -  (A) Região central do defeito com a presença de núcleo de mineralização (NM) na região 
supradural. HE; parafina. Barra 200pm. (B) Fibras colágenas (FC) do biomaterial íntegras com núcleo de 
mineralização na região supradural. Picrossírius-vermelho (PV); resina. Barra 50(jm.

Figura 18. G I15  D -  (A) Proliferação e migração de células fusiformes (CF) em direção centrípeta, de pemieio às 
fibras do biomaterial. TG; resina. Barra SOpm. (B) -  Detalhe da figura “A”, com destaque para as células fusifomies 
sobrepostas às fibras do biomaterial. TG; resina. Barra 25pm.



-

V-'
88

V  Figura 19. Gl 15 D -  (A) Presença de núcleos de mineralização entre fibras do biomaterial próximos à região 
^ supradural. Nota-se a presença de tecido conjuntivo neoformado entre as fibras colágenas do biomaterial, que se 
í  apresenta fragmentado na região inferior esquerda da figura. HE; parafina. Barra 50pm.(B) -  Ampliação da 
'fotomicrografia anterior, com destaque para os núcleos de mineralização de permeio às fibras. HE; parafina. Barra 

25pm.
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Figura 20. Gll 15 D -  (A) Interface de tecido conjuntivo entre o biomaterial e a borda óssea, que se apresenta com 
atividade regenerativa. HE; parafina. Barra lOOpm. (B) Núcleo de mineralização formado na interface entre a borda 
e 0 biomaterial, com osteócitos, e circundado por osteoblastos e tecido conjuntivo e vasos sanguíneos. TG; resina. 
Barra SOpm.

Figura 21. Gll 15 D -  (A) Integridade do biomaterial na região central do defeito; fibras colágenas paralelas entre 
si. PV; resina. Barra 100pm. (B) Na área de interface entre a borda óssea e o biomaterial, nota-se a presença de 
tecido conjuntivo, com áreas de maior densidade de deposição de colágeno em formato de núcleos. Osso novo 
(ON). PV; resina. Barra 50pm.

Figura 22. Gll 15 D -  (A) Fragmentação das fibras colagênicas do biomaterial na sua periferia; núcleos de 
mineralização, com osteócitos entre as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra SOpm. (B) Detalhe em maior 
aumento da mesma região. Notar vasos sanguíneos (VS) no canto superior direito. HE; parafina. Barra 25pm.
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Figura 23. Gll 15 D -  (A) Fibras de colágeno íntegras, associadas a células fusiformes, osteoblastos e ao tecido 
conjuntivo neofonnado. TG; resina. Barra SOpm. (B) Núcleo de mineralização na RSD. Nota-se a presença de 
vasos sangüíneos circunvizinhos ao núcleo de mineralização.HE; parafina. Barra 50|jm.

A-

T íg ü r í  24, Gll 15 D -  Expressão de TGF-p em macrófagos, padrão citoplasmático, e no interstício, secretado (A); e 
de Ê W  em macrófagos ativados (B). Parafina; 40x.
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Figura 25. GU115 D -  (A) Borda óssea com regeneração restrita à margem; tecido conjuntivo formado na interface 
entre a matriz colagênica e a borda do defeito. HE; resina. Barra 200Mm. (B) Tecido conjuntivo fibroso (TCF) 
envolvendo o biomaterial. HE; resina. Barra 200|jm.

200 |jm 25̂«,
Figura 26. GU115 D -  (A) Infiltrado inflamatório intenso em toda extensão do biomaterial. HE; resina. Barra 200Mm. 
(B) Fragmentação das fibras de colágeno associada ao infiltrado inflamatório mononuclear e polimorfonuclear, 
células inflamatórias (Cl). HE; resina. Barra 25|jm.

200pm
Figura 27. GU115 D -  (A) Fragmentação da matriz colagênica neutra. PV; resina. Barra 200Mm.
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Figura 28. GIV 15 D -  (A) Borda óssea associada à regeneração limitada e restrita às margens do defeito com 
'  formação de tecido conjuntivo na área residual. HE; resina. Barra 200|jm. (B) Tecido conjuntivo frouxo formado no 
^  interstício. HE; resina. Barra iOOjjm.

-£•

'F igura 29. GIV 15 D -  (A) Região central do defeito, formação de tecido conjuntivo frouxo, com células fusiformes, 
'sem  a presença de núcleos de mineralização. HE; resina. Barra lOOpm. (B) Arranjo paralelo das fibras de colágeno 

presentes no tecido conjuntivo frouxo. PV; resina. Barra lOOpm.
-w.

I

V' -‘-.

. *

j -\



93

G I - M C A G A

45 dias

A  inflamação crônica granulomatosa, ainda presente e m  toda 

extensão do biomaterial, foi observada de forma mais evidente na sua porção 

superior. Na região mais central do preenchimento do defeito e na porção 

superior das matrizes, as fibras colágenas mostraram-se mais fragmentadas do 

que aos 15 dias (Figura 35 B).

Evidenciou-se neoformação óssea regenerativa mais intensa que no 

ponto biológico anterior. Esta mineralização mostrou-se proeminente e m  quase 

toda a extensão do defeito, notadamente na região supradural (Figura 30). 

Desta, em direção à porção superior da matriz, notou-se áreas de 

neomineralização que permeiam e dissociam as fibras do biomaterial (Figura 

32 A). No tecido neomineralizado, quando comparado aos 15 dias, observou-se 

zonas de aspecto basofílico mais acentuado, indicativo de mineralização mais 

intensa. De permeio às áreas de mineralização verificou-se proliferação 

vascular (Figura 36 A), edema discreto e moderado número de linfócitos. No 

interior das áreas mineralizadas, são vistos osteócitos, indicando vitalidade do 

tecido ósseo neoformado (Figura 36).
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A  inflamação crônica granulomatosa mostrou-se escassa, vista 

discretamente na região superior do biomaterial (Figura 42). Nesta região a 

matriz colagênica foi observada com bastante degradação. Entre as fibras do 

biomaterial, nas áreas e m  que não há mineralização, notou-se abundante 

deposição de tecido conjuntivo fibroso, com proliferação de células fusiformes, 

e capilares sangüíneos. Nas extremidades do biomaterial, voltadas para as 

margens ósseas, houve discreta invaginação de tecido fibroso de permeio às 

suas fibras.

As bordas ósseas apresentaram regeneração estabilizada e mais 

basofílica e m  relação aos 15 dias, às vezes sem interface entre a matriz e a 

borda óssea (Figuras 37 A  e 39 A). A  neoformação óssea estendeu-se de 

maneira centrípeta e confluente, de ambas as bordas, e m  direção à área 

central (Figuras 37 B, 38 B e 46 A), sem, no entanto, evidenciar união completa 

no centro do defeito. Este tecido neomineralizado formou-se sempre a partir da 

região supradural e m  direção à porção superior do biomaterial. Na maioria das 

vezes preencheu dois terços da espessura do biomaterial (Figura 37 B). 

Quando comparado aos 15 dias, mostrou-se mais extenso, espesso e denso, 

acompanhado de maior quantidade de material basofílico. Evidenciou-se 

abundante formação de canais com vasos sangüíneos, inclusive com formação 

de escassa medula óssea (Figura 44 e 45). Associado às áreas mineralizadas, 

em especial na periferia, observou-se células com aspecto morfológico de 

osteoblastos ativos e de osteócitos (Figura 41 A).
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A  reação inflamatória observada, neste ponto biológico, foi do tipo 

crônica discreta com predomínio celular linfocitário. O  biomaterial mostrou-se 

circundado por tecido conjuntivo fibroso, que o encapsulou, e suas fibras 

colagênicas apresentaram-se bastante fragmentadas e envolvidas por tecido 

conjuntivo fibroso (Figura 49). As bordas ósseas mostraram-se com 

regeneração estável e não houve mineralização na área central do defeito.

GIV - Controle

Foram identificadas poucas células inflamatórias e presença de 

células fusiformes, algumas com aspectos semelhantes a fibroblastos, 

dispostas paralelamente entre si, acompanhadas por tecido conjuntivo fibroso 

mais denso e m  relação ao período anterior e de espessura muito delgada na 

área de preenchimento do defeito. Notou-se ainda, a presença de vasos 

sangüíneos praticamente restritos às proximidades das bordas ósseas 

associados à discreta ossificação regenerativa nestas regiões (Figura 50 A). 

Não foram observados núcleos de mineralização na área central do defeito 

(Figura 50 B), os quais foram vistos no grupo anterior, provavelmente devido à 

presença de fragmentos ósseos contaminantes, residuais durante o 

procedimento cirúrgico.
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Figura 30. Gl 45 D -  (A) Mineralização na área central do defeito, notadamente na região supradural. HE; resina. 
Barra ZOOpm. (B) Detalhe em maior aumento, biomaterial pouco fragmentado. HE; resina. Barra 100(jm.

lOOvjm
Figura 31. Gl 45 D -  (A) Núcleos de mineralização com deposição de colágeno no interior do biomaterial 
implantado, na região supradural, próxima à borda óssea. PV; parafina. Barra 100pm. (B) Interface de tecido 
conjuntivo entre a borda óssea e o biomaterial. Nota-se pequenos núcleos de mineralização, com osteócitos e 
tecido conjuntivo neoformado por entre as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra SOpm.

Figura 32. Gl 45 D -  (A) Núcleos de mineralização formados no interior das fibras de colágeno, as quais parecem 
integradas a estes; tecido conjuntivo neofonnado, associado a fibroblastos (F). HE; parafina. Barra 25pm. (B) Vaso 
sangüíneo formado entre as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra 25|jm.
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Figura 33. Gl 45 D -  (A) Inflamação crônica granulomatosa entre as fibras da matriz colagênica; células 
inflamatórias: células gigantes multinucleadas (CG), linfócitos (L) e macrófagos (M). TG; resina. Barra 25|jm. (B) 
Células fusiformes sobrepostas às fibras colagênicas. TG; resina. Barra 25(jm.

©
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Figura 34. Gl 45 D -  (A) Biomaterial com fragmentação de suas fibras; núcleos de mineralização na região da 
dura-máter. HE; parafina. Barra lOOpm. (B) Núcleos de mineralização exibindo grande quantidade de osteócitos 
(00). Fibras colágenas íntegras próximas aos núcleos de mineralização e fragmentadas na região do retalho 
cutâneo. HE; parafina. Barra 50pm.
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Figura 35. Gl 45 D -  (A) Matriz colagênica osteóide depositada na borda óssea. PV; parafina. Barra 25pm. (B) 
Fragmentação das fibras colágenas do biomaterial em área de reação inflamatória crônica com células 
mononucleares (Cl). HE; parafina. Barra 25Mm.
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Figura 36. Gl 45 D -  (A) Núcleos de mineralização evidentes, com grande quantidade de osteócrtos, e associados 
à formação vascular. HE; parafina. Barra 50pm. (B) Osso neoformado em associação à borda com linhas de 
reversão (LR), e mineralização confluente sobre as fibras de colágeno do biomaterial, com osteócitos. HE; parafina. 
Barra 50(jm. - f
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Figura 37. Gll 45 D -  (A) Borda óssea com formação óssea que se estende sobre as fibras do biomaterial; núcleos 
de mineralização na região supradural. HE; parafina. Barra 200pm. (B) Região central do defeito com área de 
mineralização que ocupam quase a metade da espessura do biomaterial. HE; parafina. Barra 200pm.

7 ©
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Figura 38. Gll 45 D -  (A) Grande deposição de matriz osteóide colagênica, na região da borda óssea e (B) por 
entre as fibras do biomaterial. PV; parafina. Barra 200|jm.

Figura 39. Gll 45 D -  (A) Mineralização da interface de tecido conjuntivo observado entre a borda óssea e o 
biomaterial. PV; parafina,. Barra 200pm. (B) Detalhe da figura “A” com destaque para a deposição de matriz 
osteóide colagênica. PV; parafina. Barra SOpm.
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Figura 40. Gll 45 D -  (A) Núcleo de mineralização circundado por osteoblastos e mais distante por tecido 
conjuntivo. No centro do núcleo de mineralização nota-se a presença de osteócitos. TG; resina. Barra 25pm. (B) 
Tecido conjuntivo entre o biomaterial e a borda óssea. Nota-se uma célula gigante multinucleada sobre o núcleo de 
mineralização. TG; resina. Barra SOjjm.

Figura 41. Gll 45 D -  (A) Núcleo de mineralização com osteócitos, fomiado entre as fibras do biomaterial; vaso 
sangüíneo no tecido conjuntivo. TG; resina. Barra SOpm. (B) Fibras do biomaterial associadas às células fusiformes 
e ao tecido conjuntivo neoformado de permeio às suas fibras. TG; resina. Barra 25pm.

Figura 42. Gll 45 D -  (A) Células inflamatórias entre as fibras do biomaterial, acompanhadas por algumas células 
fusiformes. TG; resina. Barra 25Mm. (B) Área de inflamação; macrófagos contendo pigmento castanho- 
amarronzado (M), indicativos de hemossiderina.TG; resina. Barra 25pm.
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Figura 43. Gll 45 D -  (A) Nota-se a borda óssea com regeneração discreta na região supradural; biomaterial 
implantado sem interface entre este e a margem. HE; resina. Barra 200pm. (B) Mineralização na área central do 
defeito integrando-se ao biomaterial. HE; resina. Barra lOOjjm.

Figura 44. Gll 45 D -  (A) Observa-se, na região central do defeito, formação de medula óssea (MO) incipiente, 
circundada por áreas mineralizadas. HE; parafina. Barra 100pm. (B) Neoformação óssea entre a borda e o 
biomaterial, integrando o biomaterial à margem do defeito. HE; parafina. Barra 50pm.

Figura 45. Gll 45 D -  (A) Deposição abundante de tecido ósseo, já com características de maturação, com 
formação de medula óssea incipiente, na área central do defeito. HE; parafina. Barra 50pm. (B) Detalhe em maior 
aumento da imagem anterior, evidenciando a medula, os osteócitos e as linhas de reversão. HE; parafina. Barra 
25Mm.
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Figura 46. Gll 45 D -  (A) Núcleos de mineralização na área central do biomaterial, com deposição de grande 
quantidade de colágeno, ocupando quase toda sua espessura. PV; parafina. Barra lOOpm. (B) Formação de tecido 
conjuntivo, na área central do defeito, por entre dois núcleos de mineralização, mimetizando a sutura sagital; 
presença de osteócitos e linhas de reversão. HE; parafina. Barra 25pm.

Figura 47, Gll 45 D -  (A) Organização do tecido ósseo neofonmado em camadas, com linhas de reversão, 
osteócitos e canal vascular (CV). HE; parafina. Barra 25pm. (B) Expressão de fator Vlll no endotélio vascular e 
secretado para o interstício. Parafina; 40x.

Figura 48. Gll 45 D -  (A) Expressão de TG F-p em macrófagos circunvizinhos ao núcleo de mineralização. 
Parafina; 40x. (B) Ativação macrofágica evidenciada pelo ED -1. Parafina; 40x.
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Figura 49. GUI 45 D -  (A) Tecido conjuntivo fibroso encapsulando a matriz colagênica neutra. PV; resina. Barra 
lOOpm. (B) Biomaterial (em amarelo), bastante fragmentado com formação de tecido conjuntivo circundando seus 
fragmentos. PV; resina. Barra 50pm. v
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Figura 50. GIV 45 D -  (A) Regeneração limitada e restrita á borda com formação de tecido conjuntivo fibroso 
bastante delgado na área remanescente. HE; resina. Barra lOOpm. (B) Evidenciação com picrossírius-vermelho do 
tecido conjuntivo delgado observado na fotomicrografia da figura “A”. PV; resina. Barra 200Mm.
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90 dias

A  inflamação crônica granulomatosa mostrou-se moderada e m  toda 

extensão do biomaterial, com grande quantidade de linfócitos e macrófagos. 

Estes últimos foram vistos com abundante quantidade de pigmentos 

citoplasmátícos de coloração castanho-amarronzado, sugestivo de 

hemossiderina. O  edema observado de permeio às fibras do biomaterial, no 

ponto biológico anterior, mostrou-se reduzido. O  biomaterial apresentou 

fragmentação avançada.

A  neomineralização iniciada nas bordas ósseas foi observada ativa 

em direção centrípeta por entre as fibras do biomaterial (Figura 51), com 

aspecto reticular, envolvendo aproximadamente dois terços da espessura total 

da matriz. Essa mineralização mostrou-se com confluência quase completa 

entre as bordas do defeito, exceto na área central, na região da sutura sagital.

Adicionalmente, e m  áreas focais, e m  especial no centro do defeito, 

notou-se áreas de mineralização entre as fibras do biomaterial na região 

próxima ao retalho tegumentar, com células semelhantes a osteoblastos ativos. 

Nas áreas onde não houve neomineralização, evidenciou-se proliferação de 

fibroblastos e deposição de matriz colagênica, dissociando as fibras colágenas 

do biomaterial (Figura 52 B). Evidenciou-se ainda, a presença de capilares em 

toda a área seccional do defeito.
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A  reação crônica granulomatosa, circunjacente às fibras do 

biomaterial, mostrou-se escassa evidenciando sua regressão e foi observada 

principalmente na porção superior da matriz, voltada para o retalho tegumentar. 

As fibras colagênicas, apresentaram aspecto residual.

As bordas ósseas apresentaram atividade regenerativa estável. A  

neomimeralização na região do defeito se faz praticamente e m  toda sua 

extensão e e m  dois terços da espessura do biomaterial, muitas vezes e m  forma 

de grandes núcleos, que se conectavam entre si (Figura 53). Circunvizinho a 

estes, evidenciaram-se células semelhantes a osteoblastos (Figura 55). Nas 

áreas de neomineralização mais espessa foram vistos canais de 

vascularização e formação de medula óssea incipiente. No interstício entre os 

núcleos de mineralização foi notada abundante vascularização (Figura 56).

GIV - Controle

Neste período, notou-se ausência de células inflamatórias e 

quantidade moderada de vasos sangüíneos, mais acentuada nas proximidades 

das bordas ósseas. Os fibroblastos permaneceram organizados paralelamente 

entre si associados ao tecido conjuntivo fibroso de aspecto denso, e m  toda a 

área seccional do defeito (Figura 58 B). A  regeneração óssea foi evidenciada, 

escassa e apenas restrita às margens ósseas, de forma semelhante aos 

pontos biológicos anteriores (Figura 58 A).



107

Figura 51. Gl 90 D -  (A) Biomaterial integrando-se à borda óssea. PV; resina. Barra lOOMrn.’(B) Detalhe em maior 
aumento da fotomicrografia observada em “A”. Nota-se, na periferia do material, núcleos de mineralização com 
maior deposição de colágeno. PV; resina. Barra SOpm.

Figura 52. Gl 90 D -  (A) Biomaterial pouco fragmentado na região central do defeito, na porção superior próxima 
ao retalho. TG; resina. Barra 25Mm. (B) Biomaterial íntegro, com células fusiformes aderidas à sua estrutura; tecido 
conjuntivo neoformado de permeio às fibras do biomaterial. TG; resina. Barra 25pm.
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Figura 53. Gll 90 D -  (A) Mineralização em quase toda a espessura do biomaterial. HE; resina. Barra 200Mm.(B) 
Núcleo de mineralização presente no biomaterial integrando-se com o osso novo presente na borda óssea. HE; 
parafina. Barra 200|jm.
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Figura 54. Gll 90 D -  (A) Núcleos de mineralização, com maior densidade de colágeno, presentes em toda a 
extensão e espessura do biomaterial. PV; resina. Barra 200|jm.(B) Nota-se a invaginação do tecido conjuntivo na 
região central do defeito, de forma semelhante àquela encontrada na sutura sagital. PV; resina. Barra lOOpm.

T '

Figura 55. Gll 90 D -  (A) Áreas de confluência do tecido neomineralizado com osteoblasto na sua superficie. TG; 
resina. Barra SOpm.íB) Osteoblastos circunjacente ao núcleo de mineralização. TG; resina. Barra 25|jm.
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Figura 56. Gll 90 D -  (A) Neoformação tecidual óssea na região de interface entre a borda óssea e o biomaterial. 
Nota-se linhas de reversão tanto no osso já organizado quanto na área imatura. HE; parafina. Barra SOpm. (B) 
Neoformação vascular de permeio ás fibras do biomaterial e aos núcleos de mineralização. HE; parafina. Barra 
25pm.

Figura 57. Gll 90 D -  (A) Escassa marcação positiva para TGF-p em macrófagos ativados. Parafina; 40x. (B) 
Identificação de fator Vlll em uma área circunvizinha a um núcleo de mineralização, evidenciando a estreita 
correlação entre a angiogênese e a neofomnação óssea. Parafina; 40x.
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Figura 58. GIV 90 D -  (A) Regeneração óssea limitada e estável na borda óssea do defeito. HE; resina. Barra 
200Mm.(B) Formação de tecido conjuntivo fibroso mais adensado e delgado, na área remanescente do defeito. PV; 

'resina. Barra 200|jm.
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120 dias

O  infiltrado inflamatório mononuclear foi visto difuso e muito discreto, 

e m  especial nas áreas periféricas do biomaterial onde a inflamação 

granulomatosa mostrou-se mais evidente (Figura 61 A). Na região abaixo do 

retalho tegumentar, observaram-se muitos macrófagos com acúmulos 

citoplasmátícos, de cor marrom-acastanhado, indicativo de hemossiderina 

(Figura 64 A).

Na interface entre as margens do defeito e a matriz tridimensional, 

às vezes, foi notada a presença de tecido conjuntivo fibroso com proliferação 

de células fusiformes, acompanhado de abundante quantidade de capilares 

sangüíneos (Figura 63 A). Este tecido conjuntivo dissociou as fibras do 

biomaterial, quando visto de permeio à sua estrutura.

A  neomineralização foi observada e m  toda extensão e espessura do 

biomaterial, com aspecto ainda reticular, mostrando integração das fibras do 

biomaterial com a deposição mineral (Figuras 59 e 62). Este último achado foi 

mais conspícuo na região supradural (Figura 60 A). Foi observado, no tecido 

mineralizado, áreas mais basofílicas nas regiões mais espessas, com formação 

medular.
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G II -  MCA

O  Infiltrado inflamatório mononuclear observado foi muito discreto e 

apenas nas regiões próximas ao retalho tegumentar, onde as fibras residuais 

do biomaterial foram encontradas bastante fragmentadas. As bordas ósseas 

regenerativas foram observadas estabilizadas, ou seja, sem regeneração.

A  neomineralização foi evidenciada ocupando toda a extensão do 

defeito e quatro quintos da espessura do biomaterial (Figura 65). Este tecido 

neomineralizado é difuso, com canais, vasos sangüíneos, medula óssea 

incipiente e formação de lamelas, às vezes, organizadas e outras, ainda, 

desorganizadas (Figura 68). O  tecido conjuntivo presente entre o biomaterial e 

a borda óssea mostrou-se mineralizado, integrando a matriz colagênica ao 

osso pré-existente (Figuras 65 B, 66, 71 e 72 B).

G  III-MCN

A  inflamação observada nos pontos biológicos anteriores mostrou-se 

bem diminuída. O  biomaterial apresentou-se fragmentado, de aspecto residual, 

circundado por fibrose pouco espessa, com moderada quantidade de células 

fusiformes (Figura 75). As bordas ósseas se apresentaram estáveis, sem 

neoformação óssea. Não foi observado áreas de mineralização associadas ao 

biomaterial.
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GIV- C O N T R O L E

A  neoformação óssea permaneceu restrita às bordas ósseas do 

defeito e a área remanescente foi observada preenchida por tecido conjuntivo 

de aspecto denso, com redução da espessura da área reparadora, permeado 

por fibroblastos alinhados paralelamente entre si. Notou-se discretos vasos 

sangüíneos. Não foi observado núcleos de mineralização na área central do 

defeito (Figura 76). Nesta, os vasos sangüíneos mostraram-se muito discretos.
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Figura 59. Gl 120 D -  (A) Biomaterial integrando-se ao osso novo formado na borda óssea. HE; parafina. Barra 
lOOpm. (B) Mineralização em toda a extensão do biomaterial, ocupando quase toda a sua espessura. HE; resina. 
Barra 200|jm.

100|jm
Figura 60. Gl 120 D -  (A) Grande área de mineralização centrípeta, na região central do defeito. HE; parafina. 
Barra lOO^m. (B) Observa-se o tecido conjuntivo neofonmado de permeio às fibras do biomaterial; biomaterial 
pouco fragmentado na sua porção superior. HE; parafina. Barra 50pm.

Figura 61. Gl 120 D -  (A) Biomaterial fragmentado na área de inflamação crônica granulomatosa; presença de 
células gigantes, algumas fagocitando as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra 25pm. (B) Presença de vasos e 
capilares sangüíneos (CS) associados ao tecido conjuntivo neofonnado e às fibras do biomaterial que se 
encontram fragmentadas. HE; parafina. Barra 25|jm.
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25pm

Figura 62. Gl 120 D -  (A) Formação de tecido ósseo de permeio às fibras da matriz colagênica; área mais 
basofílica característica de menor deposição mineral. HE; parafina. Barra 25pm. (B) Osso novo integrando as fibras 
do biomaterial à estrutura mineralizada; células inflamatórias associadas ao biomaterial fragmentado. HE; parafina. 
Barra 25Mm.

Figura 63. Gl 120 D -  (A) Mineralização na interface entre o biomaterial e a borda óssea. HE; parafina. Barra 
50pm. (B) Organização do tecido ósseo neoformado em camadas, ao redor de um canal vascular. HE; parafina. 
Barra 25pm.

Figura 64. Gl 120 D -  (A) Macrófagos contendo pigmento castanho-amarronzado; osteoblastos ao redor do núcleo 
de mineralização. TG; resina. Barra 25|jm.
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200 |jm
Figura 65. Gll 120 D -  (A) Extensa área de mineralização confluente, envolvendo quase toda a espessura da 

rf' matriz. HE; parafina. Barra 200pm. (B) Formão óssea na interface entre o biomaterial e a borda. HE; parafina. 
Barra 100|jm.

Figura 66. Gll 120 D -  (A) Biomaterial sendo integrado ao osso novo formado entre este e a borda óssea; a área 
mais basofílica indica menor deposição mineral. HE; parafina. Barra 50pm. (B) Detalhe, em maior aumento, da 
fotomicrografia “A", mostrando o osso novo organizado em camadas; o núcleo de mineralização. HE; parafina. 
Barra 50(jm.

Figura 67. Gll 120 D -  (A) Grande área de mineralização na região central do defeito. HE; parafina. Barra 50pm. 
(B) Detalhe, em maior aumento, da fotomicrografia “A”. Nota-se o aspecto residual do biomaterial circundado por 
áreas de mineralização recente. HE; parafina. Barra 25|jm.
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Figura 68. Gll 120 D -  (A) Nota-se a organização do tecido ósseo em lamela (LA), ao redor de um canal vascular; 
osteoplasto (OS). HE; parafina. Barra SOpm. (B) Fibra do material integrada ao osso novo. HE; parafina. Barra 

i í  25pm.

V Figura 69. Gll 120 D -  (A) Extensa mineralização no interior do biomaterial, na região central do defeito, em quase 
toda a sua espessura. HE; parafina. Barra 200pm. (B) Detalhe em maior aumento da fotomicrografia da figura “A”, 
com áreas de mineralização confluentes e fragmentos residuais do biomaterial, na porção voltada para o retalho. 
HE; parafina. Barra 100pm.

Figura 70. Gll 120 D -  (A) Interface de tecido conjuntivo formado entre os núcleos de mineralização evidenciados 
na região central do defeito. TG; resina. Barra 50pm. (B) Detalhe da fotomicrografia anterior. Nota-se os 
osteoblastos na superfície dos núcleos de mineralização confluentes. TG; resina. Barra 25pm.
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Figura 71. Gll 120 D -  (A) Área de preenchimento do defeito pelo biomaterial, da interface entre este e a borda 
óssea, com grande deposição colagênica, de intensidade variável, com maior intensidade nas regiões em 
maturação óssea. PV; parafina. 200|jm. (B) Detalhe, em maior aumento, da fotomicrografia “A" destacando as 
diferentes regiões de maturação. PV; parafina. Barra lOOpm.

Figura 72. Gll 120 D -  (A) Invaginação de tecido conjuntivo, na área central do defeito, por entre os núcleos de 
mineralização, de forma semelhante àquela da sutura sagital. PV; resina. Barra 200|jm. (B) Mineralização na 
interface observada entre a matriz e a borda óssea. PV; parafina. Barra 50pm.

Figura 73. Gll 120 D -  (A) Fragmentação da fibras colagênicas na porção superior do biomaterial; área mais clara 
evidencia a organização da matriz colagênica osteóide. PV; parafina. Barra 50pm. (B) Grande área de 
mineralização na região central do biomaterial; nota-se diferentes intensidades de deposição de matriz osteóide; 
área mais clara evidencia a maturação do osso novo. PV; parafina. Barra 25pm.
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Figura 74. G il 120 D  -  (A ) I d e n t i f ic a ç ã o  im u n o is t o q u í m ic a  d e  m a c r ó f a g o s  a t iv a d o s  ( E D - 1 ) .  p a r a f in a ;  4 0 x .  (B ) 
I d e n t i f ic a ç ã o  d o s  v a s o s  s a n g ü í n e o s  f o n n a d o s ,  n o  I n t e r io r  d a  m a t r i z  c o la g ê n ic a ,  p o r  a c t in a  a l f a  d e  m ú s c u lo  l is o .  
P a r a f in a ;  4 0 x .
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Figura 75. GU1120 D -  (A ) N o t a - s e  e n c a p s u la m e n t o  d o  b io m a t e r ia l  p o r  t e c id o  c o n ju n t iv o  f ib r o s o  q u e  s e  e s te n d e  d a  
b o rd a  ó s s e a  a té  o  b io m a t e r ia l .  P V ;  r e s in a .  B a r r a  2 0 0 M m .  (B ) N o t a - s e  a u s ê n c ia  d e  n ú c le o s  d e  m in e r a l i z a ç ã o  n o  
in t e r io r  d o  b io m a t e r ia l  e  o  t e c id o  c o n ju n t iv o  c ir c u n d a n d o  t a n t o  a  m a t r i z  c o m o  s e u s  f r a g m e n t o s .  H E ;  p a r a f in a .  B a r r a  
lO O p m .^  j
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V'
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Figura 76. G IV  120 D -  (A ) T e c id o  c o n ju n t iv o  d e  a s p e c t o  m a is  d e n s o  e  o r g a n iz a d o ^  n a  r e g iã o  c e n t r a l  d o  d e fe i t o .  
H E ;  P a r a f in a .  B a r r a  iO O p m .  (B ). I n t e r s t í c io  p r e e n c h id o  p o r  t e c id o  c o n ju n t iv o  d e n s o  e  d e lg a d o ,  s e m  á r e a s  d e  
m in e r a l i z a ç ã o .  H E ;  P a r a f in a .  B a r r a  2 0 0 ( jm .

i
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5.2. ANÁLISE MORFOMÉTRICA

A extensão linear dos defeitos não apresentou diferenças 
estatisticamente significantes entre as médias, em nenhum dos grupos, ao 
longo do período experimental, nem mesmo entre estes, em todos os pontos 
biológicos observados, como mostra a tabela 4.

Tabela 4. Extensão linear do defeito.
^\^^ríodo 15 dias 45 dias 90 dias 120 dias Regressão linear
Gl 6,7 ±0,2 6,2 ±1,7 7,0 ±2,0 6,8 ±0,3 p = 0,52 NS

Gll 8,4 ± 0,4 8,0 ±0,5 7,8 ±0,4 6,5 ±0,7 p = 0,09 NS

GIV 7,5 ±0,5 7,0 ±0,6 7,2 ±1,5 7,6 ±0,5 p = 0,80 NS

ANOVA G lxG llxG IV p = 0,07 NS

GlxGII p > 0,05 NS

Newman-Keulis GlxGIV p > 0,05 NS

Gll X GIV p > 0,05 NS

A mensuração do percentual de tecido 
seccional neoformada mineralizada) nos grupos 1

neomineralizado (área 
e II, mostrou aumento

estatisticamente significante ao longo dos tempos, confirmada pela regressão 
linear (Gl -  p = 0,02 S e Gll -  p = 0,02 S). No geral, houve uma diferença 
significante entre os grupos I, II e IV (ANOVA -  p = 0,03 S). Ao compararmos 
os valores de Gl com Gll [Newman-Keulis -  p < 0,05 S), assim como Gl com
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GIV {Newman-Keulis -  p < 0,05 S) notamos diferenças estatisticamente 
significantes. Contudo, quando as médias referentes ao Gll são comparadas 
com GIV, percebe-se que os valores são muito significantes, especialmente 
aos 90 e 120 dias {Newman-Keulis - p <  0,001 MS).

No grupo IV, a regressão linear (p= 0,08 NS) nos mostrou não ter 
havido diferenças estatisticamente significantes no percentual de tecido 
neomineralizado na área seccional do defeito ao longo do período 
experimental. Neste grupo, o tecido neomineralizado não se modificou de 
forma expressiva ao longo do tempo.

Tabela 5. Percentual de preenchimento do defeito por tecido neomineralizado, 
área seccional neomineralizada em relação à área seccional total do defeito.

Grupo^^''^^ 15 dias 45 dias 90 dias 120 dias Regressão linear

Gl 23,0 ± 12% 40,0 ± 16% 49,4 ± 18% 66,0 ± 23% p = 0,02S

Gll 49,0 ± 20% 66,0 ± 20% 83,0 ± 10% 87,0 ± 2% p = 0,02 8
GIV 11,7 ±9% 21,0 ± 18% 23,8 ± 17% 25,4 ± 13% p = 0,08 NS

ANOVA G lxG llxG IV p = 0,03 S

G lxGII p < 0,05 S
Newman-Keulis GlxGIV p < 0,05 S

Gll X  GIV p< 0,001 MS

A mensuração dos capilares formados de permeio às fibras dos 
biomateriais evidenciou formação vascular crescente ao longo do tempo, 
apesar da análise da regressão linear não ter sido significante em nenhum dos 
grupos. A comparação entre as médias do Gl com aquelas do Gll, pelo teste 
não paramétrico de Mann-Whitney, também não nos mostrou diferenças
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estatisticamente significantes (p = 0,11 NS), nem mesmo aos 90 dias quando o
Gll exibiu um aumento acentuado na formação vascular.
Tabela 6. Número de capilares sangüíneos na área de 10®[jm ,̂ escolhida 
aleatoriamente do defeito. Para esta avaliação foram considerados apenas os 
capilares cortados transversalmente, cuja relação entre o diâmetro horizontal e 
vertical não ultrapassasse 20%.

^>^Ç^Íodo
G ru p o \^ 15 dias 45 dias 90 dias 120 dias Regressão linear

C  Gl 66 ±52 60± 19 105 ±24 92± 17 p = 0,20 NS

'■‘ Gll 80 ±28 109 ±24 178 ±41 153 ±49 p = 0,19NS

Mann-Whitney^ GlxGII p = 0,11 NS

Figura 77. Mensuração da extensão linear do defeito. Nota-se que não houve 
diferenças estatisticamente significantes entre os grupos em nenhum ponto biológico (ANOVA 
-p=  0,07 NS).
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Figura 78. Análise do percentual de tecido neomineralizado na-àrea seccional 
total do defeito. As colunas gráficas evidenciam diferenças estatisticamente significantes entre 
os grupos (ANOVA -  p = 0,03 S). A comparação dos grupos ao longo do período experimental 
apontou, por meio do teste de regressão linear, diferenças estatisticamente significantes para o 
Gl (p = 0,02 S) e o Gll (p = 0,02 S),.e não significantes para o GUI {p = 0,08 NS). O confronto 
entre os grupos Gl e Gll, assim'^com'o entre estes e o GIV, mostrou diferenças estatisticamente 
significantes. '

‘ ' . Figura 79. Determinação do número de capilares formados em associação aos 
biomateriais nos grupos I e II. A angiogênese mostrou-se crescente ao longo dos tempos, até o 
ponto b[ológico de 90 dias. A partir deste ponto, evidenciou-se o decréscimo deste fenômeno 

7̂  biológico. O teste de regressão linear, mostrou não ter havido diferenças estatisticamente 
f  significantes ao longo dos períodos. A comparação entre as médias do Gl e do Gll, por meio do 
^ teste não-paramétrico de Mann-Whitney, não revelou diferenças estatisticamente significantes 
'Çentre estes (p= 0,11 NS), nem mesmo aos 90 dias, quando o Gll exibiu um aumento acentuado 
‘'  na formação vascular.
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6 DISCUSSÃO

A bioengenharia tecidual óssea tem buscado aprimorar e desenvolver 
técnicas e materiais apropriados à regeneração tecidual, para que sejam aplicados 
em situações clínicas onde há ausência ou perda de matriz óssea extensa, 
condições que restringem a reconstrução tecidual espontânea, tendo em vista as 
limitações e desvantagens das técnicas alternativas utilizadas atualmente. Estes 
biomateriais podem ser produzidos a partir de diferentes fontes, naturais ou 
sintéticas. Dentre os materiais naturais, pode-se destacar o colágeno, polímero de 
vasta aplicabilidade na área biomédica.

Logo que estas novas técnicas e biomateriais são produzidos ou 
aprimorados, faz-se necessário realizar estudos experimentais que avaliem suas 
interações celulares e teciduais, assim como seu potencial osteogênico quando da 
implantação in vivo. Fundamentados nos conceitos biológicos da regeneração 
tecidual óssea, nestes estudos, os modelos experimentais empregados devem 
mimetizar aquelas condições em que este mecanismo ocorre de forma limitada. 
Diante disso, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o potencial osteogênico de dois 
biomateriais colagênicos aniônicos hidrolisados, reticulados ou não em GA, no 
formato de matrizes tridimensionais, inseridos em defeito ósseo crítico (8,5mm),
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criado em calvária de rato. No grupo controle positivo, foi implantado matriz de 

colágeno bovino tipo I, acelularizada, sem hidrólise e reticulação em GA, e no grupo 

controle negativo, não houve implantação de biomaterial, o defeito ósseo 

permaneceu preenchido apenas por coágulo sangüíneo.

Para ter acesso ao tecido ósseo, optamos por utilizar uma incisão 

cutânea, bicoronal e semilunar, distando 2cm do local padronizado para a confecção 

dos defeitos. Esta localização da incisão e posterior reposicionamento do retalho 

cutâneo, mantido estável por sutura interrompida, teve por objetivo não interferir com 

o reparo do defeito ósseo (MENDONÇA, 2005).

Nos defeitos críticos, quando não há implementação de técnicas 

regenerativas, a regeneração óssea é mínima e limitada às bordas e a área 

remanescente repara-se por fibrose. Nossos achados histológicos estão em 

consonância com os resultados encontrados por Takagi e Urist (1982), Marden e 

outros (1994), Sweeney e outros (1995), Chesmel e outros (1998), Ferreira e outros 

(2004), Marins e outros (2004), Pang e outros (2004), Mendonça (2005), Barreto

(2006), Cardoso e outros (2006), Kneser e outros (2006), Miguel e outros (2006) e 

Intini e outros (2007), Barreto (2008), Carvalho (2008). Morfometricamente, o 

percentual de preenchimento do defeito, por tecido mineralizado neoformado foi 

restrito em apenas 25%, aos 120 dias, semelhante aos valores obtidos por Takagi e 

Urist (1982), reafirmando que suas dimensões são críticas à regeneração 

espontânea (SCHMITZ e HÕLLINGER, 1986), e ideais para avaliar o potencial 

osteogênico dos novos biomateriais e métodos terapêuticos regenerativos.

A análise histomorfológica realizada no nosso estudo possibilitou-nos 

ratificar que a morfologia e dimensão dos defeitos críticos utilizados em nosso 

trabalho são críticas à regeneração espontânea, uma vez que os resultados obtidos
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para o grupo controle negativo dennonstraram apenas neoformação óssea reparativa 

restrita às bordas do defeito, com formação de tecido conjuntivo fibroso na área 

remanescente, mesmo aos 120 dias. Nestes defeitos, a liberação de fatores de 

crescimento pelas células presentes nas bordas ósseas estimula a atividade mitótica 

das células ósseas presentes nas bordas e à diferenciação das células 

mesenquimais em células da linhagem osteoblástica, as quais sintetizam matriz 

osteóide com subseqüente mineralização (ADAM, 1999). Contudo, devido ao aporte 

sanguíneo reduzido na área central dos defeitos e à ausência de um suporte 

estrutural apropriado para os eventos celulares essenciais à regeneração, este 

último mecanismo mantém-se limitado e restrito às bordas ósseas.

Atribui-se a formação do tecido conjuntivo fibroso à intensa migração 

centrípeta de fibroblastos adjacentes aos defeitos para o interior destes (GOSAIN e 

outros, 2003); à diferenciação de células mesenquimais, originadas da medula 

óssea e do periósteo situado próximo à área lesionada, e até mesmo do tecido 

conjuntivo circunjacente (FERGUSON e outros, 1999), induzidas pelos fatores de 

crescimento encontrados no local do reparo. Estas células fibroblásticas são 

predominantemente encontradas em tecidos conjuntivos formados a partir da 

cascata de eventos que culmina com o reparo tecidual por cicatrização (PAN; 

JIANG; CHEN, 2006).

A implantação de biomateriais nos sítios cirúrgicos é sempre seguida de 

uma reação inflamatória (ROSA e outros, 2003), pois sabe-se que as rupturas 

vasculares conseqüentes de lesões teciduais promovem a liberação de citocinas e 

mediadores químicos que iniciam uma resposta inflamatória em paralelo à formação 

do coágulo sangüíneo (CARANO e FILVAROFF, 2003; HING, 2004; ANDERSON; 

RODRIGUEZ; CHANG. 2008).
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O contato inicial do sangue extravasado, durante a remoção do fragmento 

ósseo, com a superfície dos biomateriais implantados forma uma matriz provisória, 

que viabiliza a interação das células envolvidas no reparo com as proteínas 

plasmáticas na superfície do material (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008). 

Desta forma, esta matriz oferece um suporte estrutural e bioquímico para o reparo 

tecidual, uma vez que funciona como substrato apropriado para a adesão, a 

migração (ANDERSON, 2000) e a diferenciação celulares (ANSELME, 2000). Sua 

formação depende das características físico-químicas do biomaterial implantado 

(ANDERSON, 2000), as quais interferem diretamente com a qualidade do novo 

tecido formado (LIU e MA, 2004).

Logo após a formação desta matriz provisória, inicia-se a resposta 

inflamatória aguda (REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987), de resolução 

rápida, geralmente antes de completar uma semana, a depender da extensão da 

lesão, do sítio de implantação (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008) e da 

qualidade dessa matriz provisória formada na superfície do biomaterial. No nosso 

estudo, esta resposta mostrou-se ainda persistente, concomitantemente à 

inflamação crônica, aos 15 dias, apenas no GUI, vista na periferia do biomaterial, 

provavelmente devido às propriedades antigênicas dos telopeptídeos inerentes à 

estrutura da proteína do colágeno não tratado (LEVY e outros, 1986; KHOR, 1997; 

CHEVALLAY e HERBAGE, 2000; WAHL e CZERNUSZKA, 2006). Esta resposta 

acarretou em taxas de fragmentação e biodegradação acentuadas das fibras 

colagênicas da matriz implantada nesse grupo, especialmente quando comparado 

com os grupos I e II.

Nos outros grupos estudados (Gl, Gll e GIV), a resposta inflamatória 

aguda não foi observada aos 15 dias. Para este ponto biológico foram identificadas
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células mononucleares, macrófagos e linfócitos, características da inflamação 

crônica, de forma semelhante nos três grupos. Não obstante, a inflamação crônica 

observada nos grupos I e II foi do tipo crônica granulomatosa. Estes achados são 

correlacionados à presença de biomateriais quando implantados nos sítios cirúrgicos 

(ANDERSON, 2000; TSAl e outros, 2005; ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 

2008).

A intensidade e duração dessa resposta inflamatória evidenciam a 

biocompatibilidade dos biomateriais (ANDERSON, 2000), conseqüentemente 

norteiam a aplicação clínica destes, ainda que o desenvolvimento de uma 

inflamação crônica granulomatosa com células gigantes tipo corpo estranho, 

circunjacente aos mesmos, seja considerada uma resposta inerente ao mecanismo 

de cicatrização quando da sua implantação in vivo (ANDERSON, 2000; TSAl e 

outros, 2005; ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008). Nos estudos realizados 

por pesquisadores do nosso grupo, este tipo de resposta inflamatória tem sido 

freqüentemente observada (BARRETO, 2006; CARDOSO e outros, 2006; MIGUEL e 

outros, 2006; BARRETO, 2008; CARVALHO, 2008), inclusive nos resultados desta 

pesquisa. Nossos achados histológicos estão em conformidade com aqueles 

encontrados por Levy e outros (1986), Cirelli e outros (1997), Goissis e outros 

(1999), Buchaim (2004), Parreira (2004), Rocha e outros (2004). Mendonça (2005), 

Amaral (2006), que também avaliaram o comportamento histológico de diferentes 

biomateriais quando implantados in vivo.
A participação dos macrófagos no sítio de implantação durante a 

inflamação crônica em associação aos biomateriais é de relevância ímpar, visto que 

estas células secretam amplo repertório de substâncias biologicamente ativas, tais 

como citocinas; interleucina 1, 6, 10. 12. 18; fator de crescimento derivado de
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plaquetas (PDGF); fator de crescimento epidérmico (EGF); fator de crescimento 

fibroblástico (FGF) e fator de crescimento tecidual beta (TGF-P), que direcionam a 

inflamação e o reparo tecidual em resposta ao biomaterial (ANDERSON; 

RODRIGUEZ; CHANG, 2008). Para tanto, incitam a proliferação, migração e 

diferenciação de diferentes tipos celulares e, por fim, a regeneração ou formação de 

um tecido conjuntivo cicatricial e sua remodelação (ANDERSON, 2000). Diante da 

importância destes fatores solúveis na regeneração tecidual, nosso trabalho também 

investigou, por métodos imunoistoquímicos indiretos, a presença do TGF-p e do 

fator Vlll durante o reparo dos defeitos. Nossos resultados mostraram-se positivos 

para a secreção destes fatores apenas nos períodos iniciais de 15 dias. Entretanto, 

houve marcação celular positiva para macrófagos ativados (TGF-p e ED-1) durante 

todo estudo.

Tais achados imunoistoquímicos ilustram as evidências histomorfológicas 

relativas à inflamação, a neoformação vascular e a regeneração óssea. No nosso 

estudo, este último evento foi observado apenas no Gl e Gll, provavelmente devido 

aos fatores solúveis supracitados associados aos parâmetros microestruturais 

atribuídos às matrizes de colágeno em função da hidrólise e reticulação em GA, 

sugerindo ter havido uma adequada interação célula-biomaterial. O tratamento 

químico de hidrólise, além de ter melhorado os parâmetros microestruturais 

inerentes ao colágeno do pericárdio bovino, aumentou a adesão celular em uma vez 

e meia (BET e outros, 2003).

A presença das cargas aniônicas resultantes deste tratamento químico, 

antes da síntese de nova MEC no interior das matrizes, presumidamente possibilitou 

a inserção de fatores de crescimento diversos (ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002; 

ROCHA e outros, 2004), especialmente aqueles secretados pelas células
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inflamatórias. Estes fatores estão correlacionados com o estabelecimento da 

linhagem osteoblástica. O novo padrão de interação eletrostática observado após a 

hidrólise seletiva modifica a barreira hidrofóbica presente na região gap/overlap 
(BET e outros, 2003) e, conseqüentemente, favorece a deposição de íons cálcio por 

entre as fibrilas de tropocolágeno (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003). A 

sobreposição desses fenômenos biomiméticos culminou com a regeneração dos 

defeitos, tanto nos animais do grupo I quanto do grupo II.

A análise histomorfométrica evidenciou diferenças estatisticamente 

significantes no percentual de tecido neomineralizado entre os grupos I e II. Neste 

último, a reação inflamatória crônica mostrou-se. no geral, menos intensa e, 

provavelmente, favoreceu a maior neoformação de tecido mineralizado, 

estatisticamente significante, de permeio às fibras das matrizes. No grupo Gl, a 

citotoxicidade do GA, desencadeada pela liberação dos aldeídos livres ou 

adsorvidos à superfície das matrizes durante a sua reticulação, desencadeou uma 

resposta inflamatória mais conspícua e menor migração celular centrípeta (SPEER e 

outros, 1980), consequentemente, menor mineralização. Esta menor migração 

celular foi semelhante àquela observada por Petite e outros (1995), quando também 

avaliaram matrizes de pericárdio bovino reticuladas em GA (0,05%).

Os núcleos de mineralização, vistos de permeio às fibras do biomaterial 

do Gl e Gll, formaram-se, inicialmente, a partir da região próxima à dura-máter e se 

estenderam em direção à porção superior das matrizes. Isto se justifica devido à 

liberação de fatores de crescimento pelas células da dura-máter e pela presença de 

células mesenquimais e da linhagem osteoblástica presentes nesta membrana 

conjuntiva, que, quando devidamente estimuladas, diferenciam-se em osteoblastos 

ativos que secretam matriz osteóide (GOSAIN e outros, 2003). De acordo com o
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exposto, fica evidente que a regeneração destes defeitos ocorre a partir da indução 

à proliferação e diferenciação de células presentes na dura-máter (WANG e 

GLIMCHER, 1999). Contudo, a continuidade dos mecanismos regenerativos, nestes 

defeitos, requer um arcabouço tridimensional apropriado aos eventos celulares, 

inclusive à formação vascular no interior de sua estrutura.

Contrariamente às observações dos grupos supracitados, nos GUI e GIV, 

não foi vista regeneração óssea além da neoformação reparadora localizada nas 

bordas ósseas. No GUI, por certo não houve a regeneração óssea em razão dos 

parâmetros microestruturais, os quais favoreceram uma intensa resposta 

inflamatória e uma taxa de degradação elevada, não compatível com a 

neomineralização. Estes achados são similares àqueles encontrados por Wang e 

outros (2006), Intini e outros (2007) e Xu e outros (2007), quando estudaram defeitos 

críticos preenchidos com gel de colágeno tipo I, os quais apresentaram degradação 

similar àquela observada no grupo GUI. Esta resposta é esperada para biomateriais 

colagênicos não modificados quimicamente, em virtude da susceptibilidade do 

colágeno à ação das enzimas, especialmente, das colagenases (CHEN; HO; SHEU, 

2005).

De acordo com os eventos biológicos da regeneração óssea e os 

princípios da bioengenharia tecidual óssea, as matrizes implantadas nestes sítios 

devem apresentar biodegradação controlada, compatível com neoformação tecidual 

(LIU e MA, 2004; CAPES; ANDO; CAMERON, 2005; DONZELLI e outros, 2007) à 

medida em que há substituição do biomaterial ou sua integração ao novo tecido. 

Para que os biomateriais colagênicos permaneçam por longos períodos, faz-se 

necessário, portanto, submetê-los a tratamentos físicos ou químicos (PETITE e 

outros. 1995) que melhorem suas propriedades biológicas nativas. Um agente
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amplamente utilizado na reticulação desta proteína é o GA (PETITE e outros, 1995; 

CIRELLI e outros, 1997; CHEVALLAY e HERBAGE, 2000; SCHMIDT e BAIER, 

2000; ANGELE e outros, 2004), aldeído bifuncional que estabelece ligações 

cruzadas e aumenta o tempo de permanência do biomaterial no sítio de implantação 

(BOWES e CATER, 1965; FRIESS, 1998; CHARULATHA e RAJARAM, 2003).

No nosso estudo, optamos por utilizar este agente na concentração de

0,05%, pois esta melhora as propriedades mecânicas do colágeno, ao mesmo 

tempo em que oferece biocompatibilidade ao biomateriais (CIRELLI e outros, 1997). 

As matrizes reticuladas com agente, implantadas no Gl, apresentaram 

biodegradação compatível com a neoformação tecidual óssea, indicando substancial 

melhora nas suas propriedades físico-químicas. Todavia, as matrizes do grupo Gll 

que não foram reticuladas em GA também apresentaram tempo de permanência 

semelhante. Diante disto, pode-se concluir que a hidrólise seletiva dos resíduos de 

Asp e Gin, além de adicionar cargas elétricas negativas ao colágeno, com aumento 

na adesão celular (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; LACERDA; PEPLIS; 

GOISSIS, 1998; BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 

2002), e criar poros à estrutura densa do pericárdio bovino (ROCHA; GOISSIS; 

ROSSl, 2002), pôde também favorecer um maior tempo de permanência das 

matrizes quando implantadas in vivo para o modelo experimental estudado.

Como já abordado anteriormente, as características físico-químicas dos 

arcabouços matriciais tridimensionais devem ser controladas com vistas a 

favorecerem os eventos celulares essenciais à reconstituição do tecido ósseo. A 

porosidade e suas interconexões, a topografia superficial e a biodegradação também 

são parâmetros que têm sido amplamente discutidos nos últimos anos. Segundo 

Wintermantel e outros (1996), O’Brien e outros (2005) e Arpornmaeklong e outros
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(2007), matrizes que apresentam poros com diâmetros entre 50 e 150jjm são 

apropriadas à osteogênese, particularmente por possibilitarem a migração de 

osteoblastos, que apresentam tamanho entre 10 a SOpm (ARONOW e outros, 1990).

As matrizes avaliadas neste estudo (Gl e Gll) apresentaram poros com 

diâmetro médio de 42|jm (ROCHA; GOISSIS; ROSSl, 2002), e assim, possibilitou- 

nos visualizar osteoblastos no interior da matriz, dispostos em arranjo paralelo à 

orientação de suas fibrilas, fato fundamental para a neomineralização observada em 

todos os pontos biológicos dos grupos I e II. De acordo com a análise morfométrica, 

percebeu-se aumento estatisticamente significante na mineralização ocorrida na 

área seccional do defeito ao longo dos tempos estudados, tanto para o Gl quanto 

para o Gll. No entanto, vale ressaltar que, ao compararmos os percentuais de 

preenchimento de tecido neomineralizado na área seccional do defeito, constatou-se 

uma diferença estatisticamente significante entre os grupos I e II. Isto se justifica 

devido à citotoxicidade do GA, responsável por uma menor infiltração celular de 

permeio às fibras da matriz colagênica (SPEER e outros, 1980). As matrizes 

implantadas nos grupos I e II mostraram integrar-se ao tecido mineralizado 

neoformado, de forma semelhante àquela evidenciada por Rocha, Goissis, Rossi, 

(2002), Rosa e outros (2003), Rocha e outros (2004) e Miguel e outros (2006), que 

estudaram matrizes colagênicas com características físico-químicas semelhantes, 

contudo em sítios cirúrgicos diferentes, exceto Miguel e outros (2006), que os 

implantaram também em defeito ósseos críticos.

As colunas gráficas relativas ao GIV apresentam percentuais de 

neoformação tecidual mineralizada menos expressivos em relação aos grupos 

anteriormente mencionados, ao tempo em que corrobora com as afirmações de 

Takagi e Urist (1982), Schmitz e Hõilinger (1986), Marden e outros (1994), Sweeney
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e outros (1995), Chesmel e outros (1998), Ferreira e outros (2004), Marins e outros 

(2004), Pang e outros (2004), Mendonça (2005), Cardoso e outros (2006), Kneser e 

outros (2006), Miguel e outros (2006) e Intini e outros (2007), relativas à limitada 

capacidade regenerativa do tecido ósseo nestas condições.

É sabido que a regeneração óssea é uma mecanismo dependente da 

neoformação vascular. Assim, nos estudos de medicina regenerativa, a angiogênese 

é um fenômeno fundamental para a finalização dos mecanismos biológicos 

regenerativos. No nosso estudo, evidenciamos a formação vascular de permeio às 

fibras das matrizes, principalmente, nos grupos I e II. Os achados histológicos do 

grupo II relativos à angiogênese, foram reforçados pelas marcações 

imunoistoquimicas, as quais foram positivas para actina alfa de músculo liso e para 

0 fator Vlll, observada em células contráteis da parede dos vasos sangüíneos. A 

análise morfométrica referente à neoformação vascular, demonstrou que este evento 

biológico manteve-se menos intenso no Gl, quando comparado ao Gll, havendo 

consistência entre a quantidade de vasos neoformados e o percentual de tecido 

mineralizado formado neste segundo grupo. Estes achados são coerentes com as 

observações relativas à regeneração óssea, as quais reconhecem uma íntima 

conexão entre formação vascular e osteogênese (CARANO e FILVAROFF, 2003).

O formato tridimensional das matrizes em estudo, é um outro aspecto 

relevante a ser analisado, uma vez que estas atuam como substrato para a células e 

fatores solúveis fundamentais na regeneração tecidual. No que tange a este 

parâmetro, nossos resultados sugerem que o formato destas matrizes e a 

manutenção da sua arquitetura (Gl e Gll) foram determinantes para a ocorrência dos 

eventos biológicos impostos pelos mecanismos de regeneração tecidual óssea, haja 

vista que este formato apresenta similaridade com a arquitetura óssea, no que se
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refere ao trânsito de moléculas sinalizadoras, fatores de crescimento, células e 

vasos sangüíneos. Diante do exposto, foi possível notar, no Gl e Gll, neoformação 

vascular, migração e diferenciação fibroblástica e osteoblástica, além da presença 

de fatores solúveis, como TGF-(3, fator Vlll, evidenciados na análise 

imunoistoquímica.

Ademais, as matrizes colagênicas implantadas no Gl e no Gll, atuaram 

como barreira física contra o avanço de tecido conjuntivo circunjacente em direção 

ao defeito, o que poderia comprometer substancialmente a sua regeneração, como 

referido por Kellomãki e outros (2000) e Donzelli e outros (2007).

O promissor comportamento biomimético das matrizes colagênicas 

aniônicas estudadas, quanto à regeneração de defeitos críticos, evidenciaram o seu 

potencial uso em aplicações clínicas futuras.



Conclusão
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7 CONCLUSÃO

De acordo com as condições experimentais e resultados obtidos neste 

estudo, pode-se concluir que;

■ Os biomateriais colagênicos aniônicos avaliados neste estudo foram 

biocompatíveis;

■ Estas matrizes apresentaram elevado potencial osteogênico com 

regeneração dos defeitos ósseos críticos;

■ As matrizes colagênicas aniônicas sem reticulação em glutaraldeído 

(Gll) evidenciaram maior potencial osteogênico do que as matrizes 

reticuladas (Gl).

■ O tratamento químico por hidrólise seletiva das matrizes colagênicas 

aniônicas, por si só, possibilitou a sua degradação controlada, sem 

contribuição adicional do GA.
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COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em experimentação n° 012/2006, 
sobre o projeto intitulado “Bioengenharia tecidual óssea com matrizes 
tridimensionais colagênicas aniônicas implantadas em calvária de rato”, sob a 

responsabilidade da Dra. Fabiana Paim Rosa , está de acordo com os Princípios 

Éticos na Experimentação • Animal adotado pelo Código Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBÈA) e foi aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO 

USO DE ANIMAIS (CEUA) em 24/08/2006. Na presente versão, este projeto está 

licenciado e tem validade até 24/08/2007.

Ne certify that the protocol n° 012/ 2006 about the project entitled" Bioengenharia tecidual 
}$sea corn matrizes trid im ensionais colagênicas aniônicas implantadas em calvária 
ie rato ”  agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by the 
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the ETHICAL 
:OMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 24/08/2006 meeting. In the present 
■ersion, this project is licensed and valid until 24/08/2007)

Salvador, 25 de agosto de 2006

x h c í
)ra. Aldina Barral 

Coordenadora da CEUA -CPqGIVl/FIOCRUZ
A LDINA BARRAL Coortfcnadnri d» CEUA - CPaGM 

Mat. 2S^532 GPqOM - Fiocruz
mitê de Ética No Uso de Animais - Rua Waldemar Falcão, n“ 121, Brotas, Salvador, Bahia,

' CEP: 40295-001, Bra,sfl 
Tel: (71) 356-0129 Ramal: 239 Fax: (71) 356-2155 

e-mail: abarral@cpqgm.fiocruz.br

mailto:abarral@cpqgm.fiocruz.br
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PROTOCOLO UTILIZADO NAS TÉCNICAS DE IMUNOISTOQUÍMICA

Animal; rato 
Cortes: em parafina;
Fixador: Formol tamponado 10% vinte e quatro horas 
Descalcificador: em ácido nítrico
Anticorpos: a-sma (1:100), ED-1 (1:100), FVIIl, (1:100), TGF-(3 (1:100).
Material: calvária de rato com defeito ósseo crítico e matriz colagênica implantado.

1° dia
1. Fixação dos cortes à lâmina 40min
2. Desparafinização em xilol I 15min
3. Desparafinização em xilol II 15min
4. Desparafinização em xilol III 15min
5. Flidratação em álcool 100% 05min
6. Flidratação em álcool 90% 05min
7. Flidratação em álcool 80% 05min
8. Flidratação em H2O destilada 20min
9. Hidratação em H2O destilada 20min
10. Bórax 30min
11. Lavar em água H2O (2 banhos) 5mi cada
12. Recuperação antigênica:

Tripsina lOmin + Steamer lOmin (Tampão citrato pH 6,0 + Tween 20 0,2%) lOmin
13. Deixe esfriar em Temperatura ambiente
14. Lavar em H2O destilada (2 banhos) 5min cada
15. Inibição peroxidase endógena

H2O2 3% em metanol 20min
16. Lavar em H2O destilada (2 banhos) 5min cada
17. Bloqueio de ligações inespecificas

PBS-BSA 5%, 7r/ton 0,1% e Tween 0,05 (usar parafilm em câmera Ih
úmida)
18. Lavar rapidamente em PBS pH 7,4
19. Bloqueio da biotina endógena

Avidina lOmin
20. Lavar rapidamente em PBS pH 7,4
21. Biotina lOmin
22. Lavar rapidamente em PBS pH 7,4
23. Incubação com os anticorpos

Colocar na câmera úmida e deixar overnight na geladeira overnight
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2° dia
24. Deixar em temperatura ambiente
25. Lavar em PBS Tween 0,25%
26. Incubar com anticorpo secundário Kit LSAB (rato)
27. Biotina
28. Lavar em PBS-Tween 0,25%
29. Streptavdina
30. Lavar PBS-Tween 0,25%
31. Revelar com DAB
32. Lavar PBS-Tween 0,25%
33. Lavar H2O destilada (2 banhos)
34. Contra-corar com Hematoxilina de Harrís diluída 1:3
35. Mergulhar rapidamente em H2O ácida
36. Lavar em corrente -  retirar o excesso de Hematoxilina
37. Montagem

Desidratar em álcool 80%
Desidratar em álcool 90%
Desidratarem álcool 100%
Clarificar em xilol I 
Clarificar em xilol II 
Clarificar xilol III 
Montar em Enteilan

30min 
05min 
15min 

Olh 
05min 
30min 
05min 

controlar 
05min 
05min 

1min30seg.
2x

5min
5min
5min

15min
15min
15min
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MIGUEL, Fúlvio Borges, Avaliação do potencial osteogênico de matrizes 
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regeneração de defeitos críticos, em calvária de rato. 2008, 158f, Tese (Doutorado 
em Patologia Flumana), Faculdade de Medicina da Universidade Federal da 
Bahia/Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz, Salvador.
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Salvador, 10 de junho de 2008.

Fúlvio Borges Miguel
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