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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar histomorfometricamente, por microscopia de luz
comum, o potencial osteogénico de matrizes colagénicas anibnicas, reticuladas ou
ndo em glutaraldeido, implantadas em defeitos 6sseos criticos, em calvaria de ratos.
Foram utilizados 86 ratos divididos aleatoriamente para compor quatro grupos: Gl —
matriz colagénica anibnica com 24h de hidrélise e 15min de reticulagdo em GA
0,05% (MCAHGA); Gll — matriz colagénica aniénica com 24h de hidrélise (MCA); Glll
— matriz colagénica neutra, controle positivo (MCN) e GIV — defeito 6sseo vazio, sem
implantagdo de biomaterial, preenchido por coagulo sanguineo, controle negativo.
Os animais foram avaliados nos pontos biologicos de 15, 45, 90 e 120 dias. Os
resultados evidenciaram que os biomateriais implantados nos grupos | e Il foram
biocompativeis, embora tenham desencadeado inflamagao crénica granulomatosa
discreta e regressiva. Estas matrizes apresentaram velocidade de biodegradacéo
compativel com a neoformagdo 6ssea, a qual se mostrou associada a angiogénese
no interior das matrizes, em todos os pontos biolégicos. No Glll, a fragmentagéo e
biodegradagdo mostraram-se acentuadas, pela auséncia de tratamento quimico do
colageno. A neomineralizagdo evidenciada nos grupos | e |l apresentou aumento
estatisticamente significante ao longo dos tempos. O percentual de mineralizagéo do
Gll (87%) foi estatisticamente diferente daquele encontrado no Gl (66%). Ao
compararmos estes percentuais com a mineralizagdo observada no GIV, notam-se
diferengas muito significantes. Neste Gitimo, assim como no Gllil, a neoformagéo
Ossea esteve limitada as bordas do defeito com fibrose na area seccional do defeito.
Conclui-se que as matrizes colagénicas anibnicas apresentaram potencial
osteogénico mais evidente nas matrizes sem reticulagdo em glutaraldeido. Estas
matrizes apresentam grande potencial de aplicabilidade clinica, nas terapias
regenerativas dsseas.

Palavras-Chave: bioengenharia, regeneragao 6ssea, colageno, glutaraldeido, 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 biomaterials implanted in groups | and |l were
biocompatible, although they had set of chronic, discrete and regressive
granulomatous inflammation. These matrices presented a speed of biodegradation
compatible with bone neoformation, which was shown to be associated with
angiogenesis inside the matrices at all the biological points. In G lll, fragmentation
and biodegradation were shown to be accentuated by the absence of chemical
treatment of the collagen. The neomineralization evidenced in Groups | and Il
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 Glll, 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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fusiformes sobrepostas as fibras colagénicas. TG; resina. Barra 50um.

Gl 45 D - (A) Biomaterial com fragmentagdo de suas fibras; ndcleos de
mineralizagdo na regido da dura-mater. HE; parafina. Barra 200pm. (B)
Nucleos de mineralizagdo exibindo grande quantidade de ostedcitos. Fibras
colagenas integras proximas aos nucleos de mineralizagdo e fragmentadas
na regido do retalho cutaneo. HE; parafina. Barra 100pum.

Gl 45 D — (A) Matriz colagénica ostetdide depositada na borda 6ssea. PV,
parafina. Barra 25um. (B) Fragmentagao das fibras colagenas do biomaterial
em area de reagdo inflamatéria crénica com células mononucleares. HE;
parafina. Barra 25um.

Gl 45 D - (A) Nucleos de mineralizagao evidentes, com grande quantidade
de ostedcitos, e associados a formagao vascular. HE; parafina. Barra 50pum.
(B) Osso neoformado em associagao a borda com linhas de reversdo (LR), e
mineralizagao confluente sobre as fibras de colageno do biomaterial, com
osteécitos. HE; parafina. Barra 50um.

Gll 45 D - (A) Borda 6ssea com formagao 6ssea que se estende sobre as
fibras do biomaterial; nicleos de mineralizagdo na regido supradural. HE;
parafina. Barra 200um. (B) Regido central do defeito com area de
mineralizagdo que ocupam quase a metade da espessura do biomaterial.
HE; parafina. Barra 200um.

Gll 45 D - (A) Grande deposicdo de matriz ostedide colagénica, na regido
da borda 6ssea e (B) por entre as fibras do biomaterial. PV; parafina. Barra
200um.

Gll 45 D — (A) Mineralizagdo da interface de tecido conjuntivo observado
entre a borda dssea e o biomaterial. PV; parafina. Barra 200um. (B) Detalhe
da figura “A” com destaque para a deposicdo de matriz ostedide colagénica.
PV; parafina. Barra 100um.
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Figura 40

Figura 41

Figura 42

Figura 43

Figura 44

Figura 45

Figura 46

Figura 47

Figura 48

Gll 45 D - (A) Nucleo de mineralizagdo circundado por osteoblastos e mais
distante por tecido conjuntivo. No centro do nucleo de mineralizagdo nota-se
a presenca de ostedcitos. TG; resina. Barra 25um. (B) Tecido conjuntivo
entre o biomaterial e a borda 6ssea. Nota-se uma célula gigante
multinucleada sobre o nlcleo de mineralizagéo. TG; resina. Barra 100um

Gll 45 D — (A) Nucleo de mineralizagdo com osteécitos, formado entre as
fibras do biomaterial; vaso sangiiineo no tecido conjuntivo. TG; resina. Barra
50um. (B) Fibras do biomaterial associadas as células fusiformes e ao tecido
conjuntivo neoformado de permeio as suas fibras. TG; resina. Barra 50um.

Gll 45 D - (A) Células inflamatérias entre as fibras do biomaterial,
acompanhadas por algumas células fusiformes. TG; resina. Barra 25um. (B)
Area de inflamag&o; macréfagos contendo pigmento castanho-amarronzado
(M), indicativos de hemossiderina. TG; resina. Barra 25um.

Gll 45 D - (A) Nota-se a borda éssea com regeneragéo discreta na regiéo
supradural; biomaterial implantado sem interface entre este e a margem. HE;
resina. Barra 200um. (B) Mineralizagdo na &rea central do defeito
integrando-se ao biomaterial. HE; resina. Barra 100pm.

Gll 45 D — (A) Observa-se, na regido central do defeito, formagéo de medula
o6ssea (MO) incipiente, circundada por areas mineralizadas. HE; parafina.
Barra 100pm. (B) Neoformagdo éssea entre a borda e o biomaterial,
integrando o biomaterial a margem do defeito. HE; parafina. Barra 50um.

Gll 45 D - (A) Deposigao abundante de tecido ésseo, ja com caracteristicas
de maturagéo, com formagado de medula 6ssea incipiente, na area central do
defeito. HE; parafina. Barra 50um. (B) Detalhe em maior aumento da
imagem anterior, evidenciando a formacéo da medula, os ostedcitos e as
linhas de reversdo. HE; parafina. Barra 25um.

Gll 45 D — (A) Nucleos de mineralizagdo na area central do biomaterial, com
deposi¢do de grande quantidade de colageno, ocupando quase toda sua
espessura. PV; parafina. Barra 100um. (B) Formagédo de tecido conjuntivo,
na area central do defeito, por entre dois nlcleos de mineralizagéo,
mimetizando a sutura sagital; presen¢a de ostedcitos e linhas de reversao.
HE, parafina. Barra 25um.

Gll 45 D - (A) Organizagao do tecido 6sseo neoformado em camadas, com
linhas de revers&o, ostedcitos e canal vascular (CV). HE; parafina. Barra
25um. (B) Expresséo de fator VIIl no endotélio vascular e secretado para o
intersticio. Parafina; 40x.

Gl 45 D — (A) Expressdo de TGF-B em macréfagos circunvizinhos ao nucleo
de mineralizagdo. Parafina; 40x. (B) Ativagdo macrofagica evidenciada pelo
ED-1. Parafina; 40x.
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Figura 49

Figura 50

Figura 51

Figura 52

Figura 53

Figura 54

Figura 55

Figura 56

Figura 57

Glil 45 D - (A) Tecido conjuntivo fibroso encapsulando a matriz colagénica
neutra. PV, resina. Barra 100um. (B) Biomaterial (em amarelo), bastante
fragmentado com formacdo de tecido conjuntivo circundando seus
fragmentos. PV; resina. Barra 50um.

GIV 45 D - (A) Regeneragdo limitada e restrita a borda com formagéo de
tecido conjuntivo fibroso bastante delgado na area remanescente. HE;
resina. Barra 100um. (B) Evidenciagdo com picrossirius-vermelho do tecido
conjuntivo delgado observado na fotomicrografia da figura “A”. PV, resina.
Barra 200um.

Gl 90 D - (A) Biomaterial integrando-se a borda éssea. PV, resina. Barra
100pum. (B) Detalhe em maior aumento da fotomicrografia observada em “A”.
Nota-se, na periferia do material, nicleos de mineralizagdo com maior
deposicdo de colageno. PV; resina. Barra 50um.

Gl 90 D - (A) Biomaterial pouco fragmentado na regido central do defeito, na
porgao superior proxima ao retalho. TG; resina. Barra 50um. (B) Biomaterial
integro, com células fusiformes aderidas a sua estrutura; tecido conjuntivo
neoformado de permeio as fibras do biomaterial. TG; resina. Barra 25um.

GIl 90 D — (A) Mineralizagdo em quase toda a espessura do biomaterial. HE;
resina. Barra 200um. (B) Nucleo de mineralizagdo presente no biomaterial
integrando-se com o 0sso novo presente na borda 6ssea. HE; parafina.
Barra 200um.

Gl 90 D - (A) Nucleos de mineralizagdo, com maior densidade de colageno,
presentes em toda a extens&o e espessura do biomaterial. PV; resina. Barra
200um. (B) Nota-se a invaginagéo do tecido conjuntivo na regido central do
defeito, de forma semelhante aquela encontrada na sutura sagital. PV,
resina. Barra 100um.

Gll 90 D - (A) Areas de confluéncia do tecido neomineralizado com
osteoblasto na sua superficie. TG; resina. Barra 50um. (B) Osteoblastos
circunjacente ao nucleo de mineralizagédo. TG; resina. Barra 25um.

Gll 90 D — (A) Neoformacéo tecidual déssea na regido de interface entre a
borda 6ssea e o biomaterial. Nota-se linhas de revers&o tanto no osso ja
organizado quanto na darea imatura. HE; parafina. Barra 50pm. (B)
Neoformagao vascular de permeio as fibras do biomaterial e aos nucleos de
mineralizacdo. HE; parafina. Barra 25um.

GIl 90 D - (A) Escassa marcagdo positiva para TGF-3 em macréfagos
ativados. Parafina; 40x. (B) ldentificagdo de fator VIl em uma area
circunvizinha a um niGcleo de mineralizagdo, evidenciando a estreita
correlagédo entre a angiogénese e a neoformagéo 6ssea. Parafina; 40x.
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Figura 58

Figura 59

Figura 60

Figura 61

Figura 62

Figura 63

Figura 64

Figura 65

Figura 66

Figura 67

GIV 90 D - (A) Regeneragao 6ssea limitada e estavel na borda éssea do
defeito. HE; resina. Barra 100um.(B) Formagéo de tecido conjuntivo fibroso
mais adensado e delgado, na area remanescente do defeito. PV, resina.
Barra 100pm.

Gl 120 D - (A) Biomaterial integrando-se ao osso novo formado na borda
6ssea. HE; parafina. Barra 200um. (B) Mineralizagdo em toda a extens&o do
biomaterial, ocupando quase toda a sua espessura. HE; resina. Barra
200um.

Gl 120 D - (A) Grande area de mineralizagédo centripeta, na regido central
do defeito. HE; parafina. Barra 200um. (B) Observa-se o tecido conjuntivo
neoformado de permeio as fibras do biomaterial, biomaterial pouco
fragmentado na sua porgéo superior. HE; parafina. Barra 100pm.

Gl 120 D - (A) Biomaterial fragmentado na area de inflamag¢&o crénica
granulomatosa; presenca de células gigantes, algumas fagocitando as fibras
do biomaterial. HE; parafina. Barra 25um. (B) Presenga de vasos e capilares
sanglineos (CS) associados ao tecido conjuntivo neoformado e as fibras do
biomaterial que se encontram fragmentadas. HE; parafina. Barra 50pum.

Gl 120 D - (A) Formagao de tecido 6sseo de permeio as fibras da matriz
colagénica; area mais basofilica caracteristica de menor deposigdo mineral.
HE; parafina. Barra 25um. (B) Osso novo integrando as fibras do biomaterial
a estrutura mineralizada; células inflamatérias associadas ao biomaterial
fragmentado. HE; parafina. Barra 25um.

Gl 120 D - (A) Mineralizacéo na interface entre o biomaterial e a borda
ossea. HE; parafina. Barra 50um. (B) Organizacdo do tecido Osseo
neoformado em camadas, ao redor de um canal vascular. HE; parafina.
Barra 25um.

Gl 120 D - (A) Macréfagos contendo pigmento castanho-amarronzado;
osteoblastos ao redor do nicleo de mineralizagéo. TG; resina. Barra 50um.

Gll 120 D - (A) Extensa area de mineralizagéo confluente, envolvendo
quase toda a espessura da matriz. HE; parafina. Barra 200um. (B) Formagéo
ossea na interface entre o biomaterial e a borda. HE; parafina. Barra 100pm.

Gl 120 D —~ (A) Biomaterial sendo integrado ao osso novo formado entre
este e a borda éssea; a area mais basofilica indica menor deposi¢ao
mineral. HE; parafina. Barra 50um. (B) Detalhe, em maior aumento, da
fotomicrografia “A”, mostrando o osso novo organizado em camadas; o
nucleo de mineralizagdo. HE; parafina. Barra 50pm.

Gll 120 D - (A) Grande area de mineralizagdo na regido central do defeito.
HE; parafina. Barra 50um. (B) Detathe, em maior aumento, da
fotomicrografia “A”. Nota-se o aspecto residual do biomaterial circundado por
areas de mineralizacdo recente. HE; parafina. Barra 25um.
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Figura 68

Figura 69

Figura 70

Figura 71

Figura 72

Figura 73

Figura 74

Figura 75

Figura 76

Gll 120 D - (A) Nota-se a organizagédo do tecido 6sseo em lamela (LA), ao
redor de um canal vascular; osteoplasto (OS). HE; parafina. Barra 50um. (B)
Fibra do material integrada ao osso novo. HE; parafina. Barra 50um.

Gll 120 D - (A) Extensa mineralizagdo no interior do biomaterial, na regido
central do defeito, em quase toda a sua espessura. HE; parafina. Barra
200um. (B) Detathe em maior aumento da fotomicrografia da figura “A”, com
areas de mineralizagdo confluentes e fragmentos residuais do biomaterial,
na porg¢ao voltada para o retalho. HE; parafina. Barra 100um.

Gll 120 D - (A) Interface de tecido conjuntivo formado entre os nucleos de
mineralizagéo evidenciados na regido central do defeito. TG; resina. Barra
100pm. (B) Detalhe da fotomicrografia anterior. Nota-se os osteoblastos na
superficie dos nucleos de mineralizagdo confluentes. TG; resina. Barra
50um.

Gll 120 D - (A) Area de preenchimento do defeito pelo biomaterial, da
interface entre este e a borda 6ssea, com grande deposi¢do colagénica, de
intensidade variavel, com maior intensidade nas regibes em maturagéo
o6ssea. PV, parafina. 200um. (B) Detalhe, em maior aumento, da
fotomicrografia “A” destacando as diferentes regides de maturacdo. PV,
parafina. Barra 100um.

GIl 120 D - (A) Invaginacédo de tecido conjuntivo, na area central do defeito,
por entre os nucleos de mineralizagdo, de forma semelhante aquela da
sutura sagital. PV; resina. Barra 200um. (B) Mineralizagdo na interface
observada entre a matriz e a borda éssea. PV, parafina. Barra 50um.

Gll 120 D — (A) Fragmentagéo das fibras colagénicas na por¢éo superior do
biomaterial; area mais clara evidencia a organizagdo da matriz colagénica
ostedide. PV, parafina. Barra 100um. (B) Grande area de mineralizagéo na
regido central do biomaterial; nota-se diferentes intensidades de deposigdo
de matriz ostedide; area mais clara evidencia a maturagdo do 0SSO novo.
PV, parafina. Barra 50um.

Gll 120 D - (A) ldentificagdo imunoistoquimica de macréfagos ativados (ED-
1). Parafina; 40x. (B) ldentificagdo dos vasos sangliineos formados, no
interior da matriz colagénica, por actina alfa de musculo liso. Parafina; 40x.

Glll 120 D - (A) Nota-se encapsulamento do biomaterial por tecido
conjuntivo fibroso que se estende da borda 6ssea até o biomaterial. PV,
resina. Barra 200um. (B) Nota-se auséncia de nucleos de mineralizagdo no
interior do biomaterial e o tecido conjuntivo circundando tanto a matriz como
seus fragmentos. HE; parafina. Barra 100um.

GIV 120 D — (A) Tecido conjuntivo de aspecto mais denso e organizado, na
regidao central do defeito. HE; Parafina. Barra 100um. (B). Intersticio
preenchido por tecido conjuntivo denso e delgado, sem &reas de
mineralizagdo. HE; Parafina. Barra 200um
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Figura 77

Figura 78

Figura 79

Mensuragdo da extensio linear do defeito. Nota-se que n&o houve diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos em nenhum ponto biologico
(ANOVA - p= 0,07 NS).

Andlise do percentual de tecido neomineralizado na area seccional total do
defeito. As colunas graficas evidenciam diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos (ANOVA - p = 0,03 S). A comparagao dos grupos
ao longo do periodo experimental apontou, por meio do teste de regresséo
linear, diferengas estatisticamente significantes para o Gl (p = 0,02 S) e o Gll
(p = 0,02 S), e n&o significantes para o Glll (p = 0,08 NS). O confronto entre os
grupos Gl e GIl, assim como entre estes e o GIV, mostrou diferengas
estatisticamente significantes.

Determinagdo do numero de capilares formados em associagdo aos
biomateriais nos grupos | e Il. A angiogénese mostrou-se crescente ao longo
dos tempos, até o ponto biolégico de 90 dias. A partir deste ponto, evidenciou-
se o decréscimo deste fendmeno biolégico. O teste de regressdo linear
mostrou nado ter havido diferengas estatisticamente significantes ao longo dos
periodos. A comparacgéo entre as médias do Gl e do Gll, por meio do teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney, nao revelou diferengas estatisticamente
significantes entre estes (p= 0,11 NS), nem mesmo aos 90 dias quando o Gll
exibiu um aumento acentuado na formagao vascular.
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1 INTRODUGAO

A engenharia tecidual € um novo campo da area biomédica que surgiu ha
aproximadamente trés décadas (IKADA, 2006). Esta bioengenharia utiliza principios
interdisciplinares das engenharias, fisica, quimica, ciéncia dos materiais e biologia
(KNESER e outros, 2006) para integrar trés elementos essenciais ao
desenvolvimento de tecidos e 6rgaos e a regeneragao tecidual: células, fatores de
crescimento e matrizes tridimensionais ou arcabougos (LIU e MA, 2004; IKADA,
2006), nem sempre empregados simultaneamente.

Fundamentadas neste contexto, pesquisas cientificas na area da
bioengenharia tecidual o6ssea tém possibilitado o desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas e/ou biomateriais capazes de elucidar respostas
celulares especificas que mimetizam tanto a estrutura quanto a fisiologia deste
tecido e, assim, auxiliar a regeneragdo de fraturas recentes ou antigas, onde este
mecanismo ocorreu de forma incompleta apoés terapia inicial;, melhorar a
regeneragao ao redor de aparelhos, placas e coroas usadas para manter este tecido
alinhado apés fraturas; atuar como substitutos dsseos em cirurgias reconstrutivas de
defeitos Osseos extensos, criticos a regeneragdo (O'BRIEN e outros, 2004)

consequientes de anormalidades congénitas (IKADA, 2006), traumas, inflamagées e



34

resseccbes cirdrgicas oncologicas (LOGEART-AVRAMOGLOU e outros, 2005;
CANCEDDA; GIANNONI; MASTROGIACOMO, 2007).

Estes biomateriais podem ser confeccionados a partir de metais,
ceramicas, polimeros naturais ou sintéticos, e produzidos em diversos formatos,
como por exemplo, esferas, pastilhas, cilindros, e em diferentes formas de
apresentagio, como po, gel, esponjas, membrana e matrizes.

As matrizes tridimensionais sdo suportes fisicos que criam ambientes
favoraveis, uma vez que atuam como substratos aos eventos celulares de adeséo,
insergdo, proliferacdo e diferenciagdo celulares, fundamentais a regeneragéo
tecidual, portanto, sdo promissores componentes utilizados na bioengenharia
tecidual.

Estas matrizes devem ser biocompativeis, de facil manipulagao,
produzidas em tamanhos e formatos variaveis, possuir poros interconectados com
permeabilidade apropriada e, quando necessario, ser fabricadas com materiais com
degradacao 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 fisico-quimicas semelhantes ao tecido de
implantagdo (CHARULATHA e RAJARAM, 2003).

De acordo com estes requisitos, dentre os materiais utilizados na
confeccdo destes arcabougos, especialmente direcionados a regeneragao dssea, o
colageno, proteina mais abundante nos mamiferos (FARAJ; KUPPEVELT,;
DAAMEN, 2007) tem se destacado por ser facilmente encontrada, por apresentar
boa biocompatibilidade, por desencadear baixa resposta imunitaria, propriedades

hemostaticas (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), susceptivel a modificagbes quimicas sem perder suas propriedades
basicas, preparada laboratorialmente com baixo custo (GOISSIS e outros, 1998;
ROCHA: GOISSIS; ROSSI, 2002; ROSA e outros, 2003) e por estimular os eventos
celulares necessarios a regeneragdo tecidual. Ainda, pode ser produzido em
diferentes formatos e formas de apresentacdo como discos, esferas, laminas,
matrizes, membranas e tubos (RADIKA; BABU; SEHGAL, 1999; LEE; SINGLA; LEE,
2001; ROCHA e outros, 2004).

Quando comparado aos polimeros sintéticos, ao titdnio ou as ceramicas,
o colageno, como proteina constitutiva do tecido 6sseo, € um substrato apropriado
para o crescimento e proliferagdo dos osteoblastos (O’'BRIEN e outros, 2004) e
osteogénese in vivo (LIU; XIA; CZERNUSZKA, 2007), uma vez que contém sitios de
adesdo para estas células (ANSELME, 2000; ROCHA e outros, 2004), e constitui
parte do molde necessario a osteogénese (O'BRIEN e outros, 2004). Contudo,
quando em contato com os fluidos corpéreos ap6s sua implantagéo in vivo, esta
proteina degrada-se de forma rapida devido a agdo de enzimas, especialmente as
colagenases. Logo, & fundamental instituir tratamentos fisicos e/ou quimicos que
tornem suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas superiores as suas
caracteristicas originais (LEE; SINGLA; LEE, 2001) e resultem em uma
biodegradagao controlada, fazendo com que ela permanega por mais tempo no sitio
de implantagao, por um periodo compativel com neoformagéo tecidual.

Dentre uma variedade de tratamentos existentes para os materiais
colagénicos, os agentes quimicos tém sido amplamente utilizados, principaimente a
reticulagdo em glutaraldeido (GA) (ANGELE e outros, 2004), um aldeido bifuncional

que se liga ao grupamento amino desta proteina e estabelece ligagbes cruzadas
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(KHOR, 1997) que reduzem sua antigenicidade (GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI,
1999) e suas propriedades fisico-quimicas, principalmente a resisténcia a
degradacao enzimatica (CHARULATHA e RAJARAM, 2003).

Esta proteina também pode ter sua energia de superficie alterada por
meio do processo fisico-quimico de hidrélise seletiva dos grupos carboxiamidas dos
residuos de aminoacidos (aa) asparagina (Asn) e glutamina (Gin). Este tratamento
acelulariza e cria poros na matriz nativa (BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA;
GOISSIS; ROSSI, 2002) e adiciona cargas elétricas negativas que variam em fungéo
do tempo de hidrélise, tornando-o anidnico e com propriedades piezoelétricas
superiores as do colageno sem tratamento (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998;
BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002), caracteristicas
apropriadas a osteogénese (BATISTA; MARTINS; PLEPIS, 2006).

Com o desenvolvimento de biomateriais colagénicos com estes novos
parametros microestruturais, faz-se necessario, portanto, realizar estudos
experimentais in vivo previamente a sua aplicagdo clinica, os quais possam garantir
a eficacia e seguranga dessa nova metodologia. Diante disto, este estudo propde-se
a analisar histomorfologicamente o potencial osteogénico de matrizes colagénicas

anionicas implantadas em defeitos 6sseos criticos, criados na calvaria de rato.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O osso, principal constituinte do esqueleto, € um tecido conjuntivo
especializado, metabolicamente ativo, com fungdes caracteristicas: protecdo da
medula 6ssea e 6Orgdos vitais, insergdo muscular, suporte aos tecidos moles e
homeostase mineral, uma vez que mantém uma reserva metabdlica de ions,
essencialmente calcio e fosfato (MEGHJI, 1992).

A arquitetura macroscopica deste tecido € dividida em osso compacto ou
cortical, e esponjoso ou trabecular. O primeiro € denso e resiste relativamente
melhor ao estresse mecanico (DeLACURE, 1994; HING, 2004). O osso esponjoso &
trabeculado, mais plastico, e quando comparado ao osso compacto, ndo suporta
forgcas mecanicas excessivas.

Associados a este tecido, existem trés tipos celulares caracteristicos: os
osteoblastos, os ostedcitos e os osteoclastos, responsaveis, respectivamente, pela
sintese, manutengdo e absorgdo da matriz extracelular (MEC) (HING, 2004). Os

osteoblastos originam-se de células-tronco mesenquimais e apés sua completa
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diferenciagéo, secretam MEC rica em colageno e proteinas nao-colagénicas,
denominada matriz ostedide, que posteriormente possibilita deposigao de cristais de
hidroxiapatita (HA) e outros ions a eles associados, 0s quais constituem a fase
inorganica (SODEK e McKEE, 2000). Embora ndo haja um consenso entre os
autores em relagdo ao mecanismo exato da mineralizagdo, especula-se que este
seja um evento extracelular regulado por células (BOSKEY, 1992; DeLACURE,
1994), interagao matriz-mineral (BOSKEY, 1992) e fatores bioquimicos locais (HING,
2004), provavelmente fatores de crescimento, proteinas ndo-colagénicas e elevadas
concentragdes dos ions calcio e fosfato.

Durante a atividade sintética, estas células possuem forma cubdide com
citoplasma basofilico. Contudo, os osteoblastos quiescentes que recobrem
superficies dsseas, tornam-se achatados e alongados e sdo denominados células de
revestimento 6sseo (SODEK e McKEE, 2000).

Os osteoblastos que ficam aprisionados em lacunas na matriz inorganica
ap6s a mineralizagdo tornam-se ostedcitos, células que possuem prolongamentos
alojados dentro de canaliculos e que se comunicam com ostedcitos adjacentes e
com osteoblastos, através de jungdes comunicantes localizadas nas extremidades
dos prolongamentos (DeLACURE, 1994; SODEK e McKEE, 2000). Estas interagbes
celulares sdo essenciais para o fluxo de ions, nutrientes, hormdnios e mantém a
homeostase deste tecido (DeLACURE, 1994). A morte destas células resulta na
degradagdo e remogdo da matriz 6ssea (SODEK e McKEE, 2000) pelos
osteoclastos.

Estas dltimas, sdo células gigantes multinucleadas, derivadas de
progenitores da linhagem monocitico-fagocitaria (DeLACURE, 1994), com

caracteristicas Unicas que as possibilitam reconhecer, degradar e absorver a matriz
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6ssea (TEITELBAUM, 2000). Assim, quando ativadas, migram em direcdo a
superficie Ossea que se encontra livre de matriz ostedide, 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 regido, a membrana celular dos
osteoclastos exibe prolongamentos em forma de vilos, com aspecto de borda em
escova, onde sdo secretados ions H*, colagenases e hidrolases responsaveis pela
dissolugdo da matriz Ossea, posteriormente absorvida (HILL e ORTH, 1998,
TEITELBAUM, 2000). Em seguida, ha formagdo de depressées na matriz,
denominadas de lacunas de reabsorg¢do ou de Howship (HILL e ORTH, 1998).

As superficies externas e internas do tecido ésseo séo revestidas por
membranas conjuntivas denominadas, respectivamente, de periésteo e enddsteo. O
primeiro é constituido de duas camadas (DeLACURE, 1994), uma externa, formada
de fibras colagenas e fibroblastos, com nucleos intensamente coraveis, esparsos em
meio a MEC. A outra camada, interna, denominada “cambium” (DelLACURE, 1994)
constituida por dois tipos celulares: 1) células fusiformes com nucleos alongados, da
linhagem osteogénica e |l) células arredondadas e caracterizadas pela grande
quantidade de citoplasma basofilico, em contato direto com a superficie do 0sso, séo
os osteoblastos. Esta membrana esta ausente apenas nas superficies articulares. O
endésteo é constituido por uma monocamada de células osteoprogenitoras
fusiformes e por osteoblastos. No adulto, em condigées fisiologicas, estas
membranas cessam sua atividade osteogénica. Contudo, sdo capazes de retoma-la
quando estimuladas durante o reparo tecidual.

A MEC deste tecido é composta pelas fases inorganica e organica, que

interagem e proporcionam resisténcia e resiliéncia ao tecido 6sseo (RHO; KUHN-
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SPEARING; ZIOUPOS, 1998). A matriz inorganica é constituida, principalmente, por
fosfato de calcio, organizado como cristais de HA, representada pela formula
Cap(PO4)s(OH), (HILL e ORTH, 1998; ANSELME, 2000; SWAMINATHAN, 2001;
SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002), com uma
relagdo molar entre Ca/P de 5/3 ou 1,67. Associados a estes cristais, podem
também ser encontrados bicarbonato, sédio, potassio, citrato, magnésio, carbonato,
lactato, fluoreto, zinco, bario e estroncio (VIANNA, 1988).

A matriz organica € composta em 90% por colageno tipo | (COWLES e
outros, 1998), sua principal proteina estrutural. Esta proteina associa-se a proteinas
nao-colagénicas como osteopontina (OP), sialoproteina (BSP), osteonectina (ON),
osteocalcina (OCA) (MEGHJI, 1992; NEFUSSI e outros, 1997; HILL e ORTH, 1998;
ANSELME, 2000; SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSI,
2002; HING, 2004) e formam a matriz tridimensional deste tecido, onde ha interagdo
célula-célula, célula-matriz (BOSKEY e PASCHALIS, 2000) células-fatores de
crescimento e deposigao de sais minerais.

A expressao sequencial destas proteinas nao-colagénicas sugere fungoes
especificas na atividade das células da linhagem osteogénica (NEFUSSI e outros,
1997), na iniciagdo e regulacdo da mineralizagdo, assim como na manutengéo dos
tecidos mineralizados (SOMMER e outros, 1996; NEFUSSI e outros, 1997).
Contudo, a fungdo individual de cada uma destas proteinas ainda ndo esta
completamente elucidada (SOMMER e outros, 1996). Acredita-se que as proteinas
nao-colagénicas direcionam o tamanho, a orientacdo e a forma particular de
deposicdo dos cristais de HA (RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPOS, 1998)

associados as fibrilas de colageno.
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A fisiologia deste tecido caracteriza-se pelo seu grande potencial
remodelativo, essencial a manutengdo da homeostase mineral, e reparativo,
fundamental a integridade deste tecido (GREEN e outros, 2002). A remodelagdo
ocorre por meio de uma sucessao de eventos complexos que resulta na remogao da
matriz 6ssea em uma determinada area pelos osteoclastos. Ao final deste
mecanismo, os osteoblastos migram para esta regido e sintetizam nova matriz 6ssea
(HILL e ORTH, 1998; SWAMINATHAN, 2001).

Em virtude de dispor de mecanismos reparadores semelhantes ao da
osteogénese embriolégica (BOSTROM, 1998; FERGUSON e outros, 1999; SEAL,;
OTERO; PANITCH, 2001; BEHONICK e outros, 2007), o reparo do tecido ésseo
ocorre por regeneragao. Por conseguinte, defeitos 6sseos com dimensdes 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, varios
fatores de crescimento sdo expressos em padroes espaciais e temporais distintos
(STREET e outros, 2002).

Desse modo, logo apés uma lesao (fratura) ha ruptura vascular, a qual
ativa a cascata de coagulacédo e formagado do hematoma (CARANO e FILVAROFF,
2003; HING, 2004). Nesta area os ostedcitos préximos a fratura morrem por hipdxia,
e a area adjacente a lesdo necrosa (HING, 2004). Concomitantemente, ha migragéo,
proliferagdo, diferenciagdo e ativagcdo de diferentes tipos celulares, como por
exemplo, células inflamatoérias, 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 inflamatéria inicia-se, aproximadamente, uma hora apds a
lesdo, com a migracdo de leucocitos polimorfonucleares (PMN) (REDDI;
WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987) e posteriormente, de macréfagos (HING,
2004) que secretam enzimas proteoliticas, responsaveis pela degradacdo dos restos
teciduais, e fatores de crescimento e citocinas que recrutam fibroblastos (REDDI;
WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987), células da linhagem osteogénica
provenientes do peridsteo e células-tronco mesenquimais indiferenciadas da medula
ossea (HING, 2004).

A continuidade deste mecanismo resulta no desenvolvimento do tecido de
granulagdo, rico em vasos sanglineos, formado inicialmente nas bordas 6sseas
(HING, 2004). Em ossos longos, este é gradualmente substituido por um tecido
avascular, cartilaginoso (REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987; CARANO
e FILVAROFF, 2003), o qual favorece a regeneragdo 6ssea por meio da ossificagéo
endocondral (REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987; HING, 2004),
especialmente quando ha movimentagao na area lesionada (FERGUSON e outros,
1999).

Simultaneamente, as células da linhagem osteogénica, presentes na
camada interna do periosteo, iniciam a deposicdo de matriz ostedide, que
posteriormente mineraliza-se por meio da formacdo Ossea direta, ou seja,
ossificagdo intramembranosa (BOSTROM, 1998; VORTKAMP e outros, 1998,
ORTEGA; BEHONICK; WERB, 2004), e desenvolve o calo 6sseo externo. Em
seguida, este tecido é estimulado a remodelagdo que resulta em completa
substituicdo deste por tecido 6sseo lamelar. Desta forma, seu tamanho é reduzido e
o suprimento vascular retorna aos estagios fisioldgicos (CARANO e FILVAROFF,

2003; HING, 2004).
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Enquanto os defeitos 6sseos pequenos reparam-se espontaneamente de
forma completa, aqueles com dimensdes maiores, resultantes de traumas,
infecgbes, neoplasias, anomalias de desenvolvimento, ou em situagdes patolégicas
onde existam comprometimento vascular, presenca de tecido adjacente com alta
capacidade proliferativa ou distirbios metabdlicos, o potencial regenerativo é restrito
(GONCALVES; GUIMARAES; GARCIA, 1998; SEAL; OTERO; PANITCH, 2001;
LOGEART-AVRAMOGLOU e outros, 2005), e ha formagao de tecido fibroso, que
pode suscitar em alteragdes funcionais e/ou estéticas (LIM, LEE, YEO, 2000).

Estas limitagdes resultam em grandes desafios para os pesquisadores da
area de bioengenharia tecidual 6ssea, que tém desenvolvido novos biomateriais,
demandando extensivos estudos experimentais in vitro e in vivo para evidenciar as
interagbes destes com as células e tecidos, sua biocompatibilidade, estabilidade
mecanica, seguranca e eficacia.

Os estudos in vitro possibilitam avaliar a citocompatibilidade, a indugao,
estimulagdo e modulagao da diferenciagdo e proliferagdo celular, as interagdes
adesivas entre as células e entre estas e os biomateriais (COSTA; MIGUEL; ROSA,
2005; PEARCE e outros, 2007), o que é de extrema importancia, visto que alguns
tipos celulares, como por exemplo os osteoblastos, necessitam de adesdo para sua
sobrevivéncia (BAXTER e outros, 2002; GARCIA e REYES, 2005). Esta primeira
fase depende do seu contato fisico inicial com o biomaterial e ocorre por meio de
algumas proteinas adsorvidas na sua superficie, quando da sua implantagéo nos
tecidos vivos. A qualidade desta adesao influenciara a morfologia celular e a sua
capacidade de diferenciagéo e proliferacdo (ANSELME, 2000).

Estudos in vivo, inicialmente realizados em animais, complementam os

resultados encontrados nos experimentos in vitro, pois possibilitam a avaliagdo do
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comportamento dos biomateriais quando em contato com os tecidos. Esses modelos
experimentais sdo essenciais na avaliagdo da biocompatibilidade dos biomateriais
(PEARCE e outros, 2007). Para avaliar a capacidade osteogénica destes novos
biomateriais, o modelo experimental empregado in vivo devera apresentar
caracteristicas morfolégicas de extensdo e largura suficientes para impedir a
regeneragdo Ossea espontanea ao longo da vida do animal. Defeitos 6sseos com
estas caracteristicas foram definidos por Schmitz e Hollinger (1986) como criticos,
uma vez que nestes defeitos a regeneracéo € limitada as bordas ésseas e o reparo
é finalizado com a formacgao de tecido conjuntivo, principalmente pela proliferagéo do
tecido conjuntivo circunvizinho em dire¢ao a area central do defeito (RUPPRECHT e
outros, 2003; BARRETO, 2006; CARDOSO e outros, 2006; MIGUEL e outros, 2006).

Para a realizagéo destes experimentos ha uma variedade de animais.
Segundo Frame (1980), durante a escolha destes, deve-se considerar a facilidade
de obtencdo, custo, manejo e a possibilidade de confecgdo de defeitos 6sseos
estaveis. De acordo com estes parametros, o rato € um modelo animal apropriado e
o mais utilizado em experimentos laboratoriais. Estes animais, apresentam ainda a
vantagem de ocupar pouco espago fisico para sua criagdo e manutengéo
(LIEBSCHNER, 2004) e, em terapias Osseas regenerativas, requerem pequena
quantidade de biomaterial para preencher os defeitos (SCHMITZ e HOLLINGER,
1986).

A calvaria do rato adulto é um sitio adequado para os estudos
experimentais de regeneragao 6ssea (FRAME, 1980), visto que possui facil acesso e
manipulagdo cirtrgica, nao requer fixagcdo poés-operatéria e tem risco reduzido de
complicagdes pos-cirtirgicas (MARDEN e outros, 1994; VERNA e outros, 2002).

Todavia, ndo ha um consenso entre os autores sobre o exato didmetro do defeito
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6sseo critico 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
HOLLINGER, 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; MENDONCGCA, 2005; BARRETO, 2006; CARDOSO e outros, 2006; KNESER e
outros, 2006; MIGUEL e outros, 2006; INTINI e outros, 2007; BARRETO, 2008).

Defeitos criticos com 8mm sao mais adequados quando comparados aos
outros de menor didmetro, pois a regeneragdo incompleta, observada apenas
restrita as bordas do defeito, em média em 3mm, favorece o preenchimento da area
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 dimensdes de 4, 5 e 6mm, a area residual
remanescente é pequena e pode apresentar regeneragao 6ssea completa apenas
com a utilizagdo de biomateriais osteocondutores, o que néo avalia a capacidade

osteoindutora de novos materiais e/ou técnicas regenerativas.

2.2 BIOENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

A bioengenharia tecidual € uma area de pesquisa interdisciplinar que

combina fundamentos e técnicas baseados nos conhecimentos de biologia celular e
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molecular, engenharias quimica, fisica e mecanica, ciéncias dos materiais e
medicina (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; LIEBSCHNER, 2004; KNESER e outros,
2006; WEIGEL; SCHINKEL; LENDLEIN, 2006), para desenvolver tecidos ou
substitutos biolégicos que possibilitem restaurar a fungdo perdida de um tecido ou
orgao.

Para tanto, os pesquisadores baseiam-se na mimetizagéo da estrutura e
dos mecanismos fisiolégicos do tecido ou érgao-alvo. Logo, tém sido empregados
trés elementos fundamentais a regeneragao tecidual: células, fatores de crescimento
e matrizes tridimensionais (IKADA, 2006), nem sempre utilizados simultaneamente.

As MEC sao estruturas tridimensionais, sintetizadas fisiologicamente
pelas células residentes em cada tecido, que tém como fungdo armazenar agua,
nutrientes, fatores de crescimento, citocinas e ainda servem como suporte para
adesdo, crescimento, proliferacdo e interagbes celulares, o que as tornam
promissores componentes a serem aplicados nas terapias regenerativas.

Conquanto, para torna-las apropriadas a regeneragao tecidual, durante
sua preparagdo e desenvolvimento laboratorial € fundamental aperfeicoar sua
arquitetura, topografia e quimica de superficie em consondncia com as
caracteristicas morfofisiolégicas do tecido a ser regenerado ou substituido
(ANSELME, 2000).

Estas matrizes, quando implantadas in vivo, adsorvem, previamente a
interagdo com as células do hospedeiro, uma camada de proteinas plasmaticas
(SHIN; JO; MIKOS, 2003; ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008), que
influenciam o recrutamento, a adeséo, a insergdo, a diferenciagéo, a proliferagéo
(BOYAN e outros, 1996; CAPES; ANDO; CAMERON, 2005) e a sobrevivéncia

celulares (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008), uma vez que as células
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interagem indiretamente com a superficie destas matrizes, por meio do contato
direto com estas proteinas (SHIN; JO; MIKOS, 2003).

E valido ressaltar que, dentre as diferentes técnicas atuais empregadas
na fabricagdo dessas matrizes e os diversos tipos de materiais, a escolha adequada
é de fundamental importancia e depende das particularidades estruturais e fisico-
quimicas projetadas para o biomaterial quando da sua implantagéo in vivo, assim
como das caracteristicas fisiolégicas 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, cerdmicas, polimeros
naturais e sintéticos ou compositos, combinacdo de mais de um destes. E
importante destacar que os materiais sintéticos ndo possuem sitios especificos para
adesdo direta aos receptores celulares (LIANG e outros, 2004). Além disso, os
materiais naturais, compostos primariamente por elementos da MEC, oferecem
estruturas bioldégicas apropriadas aos eventos celulares necessario a regeneragao
tecidual (SCHMIDT e BAIER, 2000; LIU e MA, 2004), uma grande vantagem em
relagdo aos materiais sintéticos (LIANG e outros, 2004).

De um modo geral, essas matrizes devem ser biocompativeis, associadas
a uma resposta inflamatéria minima, de facil manipulagao, preferencialmente sem
necessidade de procedimentos preparatorios prévios a cirurgia de implantagao,
produzidas em diversos formatos e formas de apresentagéo, como por exemplo, gel,
esferas, blocos, granulos e arcabougos 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 facil adaptagédo dentro do defeito 6sseo, boa capacidade

de insercdo, proliferacdo e maturagdo de células-tronco mesenquimais e
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osteoprogenitoras, e formar uma barreira contra os tecidos circunvizinhos
(KELLOMAKI e outros, 2000; DONZELLI e outros, 2007) para impedir a migragao
destes para o interior do defeito 6sseo, os quais limitariam a regeneragao 6ssea.

E nas situagdes onde a biodegradacgao faz-se necessaria, essas matrizes
devem ser fabricadas com materiais degradaveis que sejam absorvidos com uma
velocidade proporcional a neoformagdo éssea gradativa, ao mesmo tempo em que
possibilitam a transferéncia de forgas ao novo tecido (LIU e MA, 2004; CAPES;
ANDO; CAMERON, 2005; DONZELLI e outros, 2007). No entanto, ndo devem
permanecer por um periodo excessivamente longo, pois podera interferir na
substituicdo tecidual da matriz (DONZELL| e outros, 2007). Esta velocidade de
degradagao pode ser controlada pelo numero de ligagao intermoleculares presentes
no interior de sua estrutura (LIANG e outros, 2004).

Outra caracteristica essencial a essas matrizes é a presenga 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
estabelegam uma rede intercomunicante e torne possivel a passagem de nutrientes
(WENG e WANG, 2001), sinais bioquimicos e mecanicos (LIU; XIA; CZERNUSZKA,
2007) e células para o interior da sua estrutura com subsequente neoformacéo
vascular, sintese de nova MEC e formacgéo tecidual. O didametro desses poros deve
ser suficientemente apropriado aos eventos celulares, sem, no entanto,
comprometer a area de superficie (O'BRIEN e outros, 2005) necessaria ao
espraiamento celular,

Segundo Le Guehennec e outros (2005), se o diametro destes for menor
que 10um, havera apenas a circulagdo de fluidos teciduais no interior da matriz.

Porém, se o valor se situar entre 15 e 50um, tecido neoformado sera do tipo
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fibrovascular (GREEN e outros, 2002). Porém, se o didmetro destes poros for entre
50 e 150um havera adesao, proliferagéo e crescimento osteoblastico com sintese de
matriz ostedide (WINTERMANTEL e outros, 1996; ROCHA,; GOISSIS; ROSSI, 2002;
O'BRIEN e outros, 2005; ARPORNMAEKLONG e outros, 2007) e posterior
mineralizagéo (Le GUEHENNEC e outros, 2005).

Baseado no que foi exposto, torna-se evidente que as MEC proporcionam
suporte fisico e atuam como substrato que influenciam e regulam a adeséo,
crescimento e diferenciagao celular. No entanto, devido a elevada complexidade dos
seus componentes e das sua interagdes, ainda ndo foi possivel emprega-las de
forma integral, apenas alguns dos seus componentes podem ser utilizados tanto in
vitro quanto in vivo (BADYLAK, 2007). Dentre eles, o colageno, grupo de proteinas
mais numeroso nas matrizes naturais, tem sido amplamente utilizado em diversas

aplicagdes clinicas.

2.3 COLAGENO COMO BIOMATERIAL

O colageno é um polimero natural que confere resisténcia e integridade
estrutural a todos os 6rgaos, principalmente a pele, ao tendao e ao tecido ¢sseo
(FARAJ; KUPPEVELT; DAAMEN, 2007), uma vez que forma fibras com elevada
forca ténsil. Dentre os diferentes tipos, destaca-se o tipo I, o qual constitui,
juntamente com as fibras elasticas, as principais proteinas estruturais da MEC que
formam os arcaboucos naturais encontrados nos tecidos do corpo humano

(DAAMEN e outros, 2005).
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As fibras do colageno tipos |, sdo constituidas por fibrilas formadas por
moléculas de tropocolageno. Estas Ultimas, unidades estruturais basicas desta
proteina, sdo compostas por trés cadeias polipeptidicas, duas idénticas,
denominadas a-1, e outra, a-2 (FRIESS, 1998), associadas umas as outras em uma
configuragdo helicoidal (KHOR, 1997; HING, 2004, STRASSER e outros, 2007),
exceto nas extremidades carboxi e amino terminal, onde ha regiées com aa que nao
sdo agrupados a estrutura da tripla hélice, denominados de telopeptideos (FRIESS,
1998), responsaveis pela sua antigenicidade (LEVY, e outros, 1986; KHOR, 1997;
CHEVALLAY e HERBAGE, 2000).

Cada cadeia polipeptidica contém, aproximadamente, 1000 residuos de
aa (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996), sequenciados como unidades
repetitivas que contém glicina (Gly), denominadas tripletes do tipo (Gly-X-Y),, onde
os residuos X e Y, frequentemente, sdo 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 localizagéo do
residuo de Gly nesta posigdo, ao longo da cadeia seqiienciada de aa, € um pré-
requisito para a formagéo da tripla hélice (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996;

FRIESS, 1998; AMARAL, 2006).

cOLY <X =Y -GLY <X+ Y -0LY X~ Y+ GLY - X:Y-GLY =X - Y- Cadcia Molccular -

Figura 1 — Sequéncia de aa na cadeia polipeptidica oo da molécula de tropocolageno.
(CUNHA, 2006)



52

Alguns residuos desta proteina sdo polares em seu estado natural e
quando dissociados, os grupos carboxilicos (carboxil) carregam-se negativamente e
os grupos arginilicos (arginil), positivamente (RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999).

As cadeias polipeptidicas desta proteina sdo estabilizadas por meio de
ligacbes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e hidrofébicas, intra e inter-
moleculares (HING, 2004) que proporcionam forca ténsil, estabilidade e resisténcia a
degradacéo proteolitica (FRIESS, 1998).

Em andlise ultra-estrutural, as moléculas de tropocoldgeno medem,
aproximadamente, 300nm de comprimento e 1,5nm de didmetro (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 inicio
de outra, denominados gaps, e dispdem-se bilateralmente com uma diferenca de um
quarto em relagao as moléculas adjacentes (HING, 2004), o que forma regides de
sobreposicao conhecidas como overlaps, medindo 27nm (RHO; KUHN-SPEARING,;
ZIOUPQOS, 1998). Esta distribuicdo molecular é repetitiva e ordenada ao longo da
estrutura da fibrila, o que caracteriza os periodos D desta proteina (Figura 2)
(FRIESS, 1998; RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPQOS, 1998). Nestes periodos, os aa
estdo distribuidos em grupos, de acordo com seu carater acido ou basico, que
caracterizam os subperiodos, também conhecidos como bandas (Figura 3) (SILVA,

2005).
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overlap
—~— gap

(234 resldaes)

Figura 2 — Modelo organizacional da fibrila de colageno mostrando o deslocamento de
um quarto de uma tripla hélice em relagdo a molécula adjacente e as regides de gap e overlap que
formam o periodo D do colageno. (ALVES, 2006)

Figura 3 — Micrografia de microscopia eletrénica de transmisséo (MET) das regites de
gap e overlap do periodo D (A). Em B, nota-se a distribuicdo dos aa acidos e basicos que formam os
subperiodos do intervalo D. (SILVA, 2005; ALVES, 2006)

Nos tecidos mineralizados, o colageno associa-se a proteinas nao-
colagénicas, que facilitam a deposi¢cdao de cristais de hidroxiapatita, inicialmente
amorfos, nas regides de gap da fibrila de colageno. Estes posteriormente crescem
alinhados paralelamente as fibrilas (BOSKEY, 1992), nos espacos interfibrilares da
fibora de colageno (RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPOS, 1998, CHEVALLAY e
HERBAGE, 2000), o que caracteriza uma das duas vias possiveis da

biomineralizacdo (ANDERSON, 1995).
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A segunda via inicia-se no interior de vesiculas da matriz, originadas da
membrana plasmatica dos osteoblastos, condroblastos (BALCERZAK e outros,
2003) e odontoblastos (ANDERSON, 1995). Estas estruturas possuem canais de
calcio que favorecem o influxo deste ion e de fosfato do meio extracelular para seu
interior (BALCERZAK e outros, 2003; SANTIN e outros, 2006). Esse transporte de
ions fosfato para interior das vesiculas inicia o desenvolvimento de um complexo
mineral amorfo, seguido pela rapida formagao dos cristais de HA (BALCERZAK e
outros, 2003). Os agregados cristalinos crescem, rompem as vesiculas e séo
liberados para o meio extracelular, onde servem como centro de nucleagdo mineral.
Esta forma de biomineralizagdo é auto-sustentavel, desde que os niveis de calcio e
fosfato no fluido extracelular sejam constantes (ANDERSON, 1995).

O colageno, além de proporcionar suporte estrutural aos tecidos e érgéos,
também desempenha importante fungdo na formacédo destes, haja vista que
participa da orientagdo das moléculas e esta envolvido em diversas expressdes
celulares funcionais (LEE; SINGLA; LEE, 2001), o que o torna uma matéria-prima
adequada e amplamente utilizada na preparagao de biomateriais desenvolvidos para
aplicagdes clinicas diversas, especialmente na bioengenharia tecidual éssea.

Em adicdo, esta proteina também se destaca como base para a
confeccdo de biomateriais por possuir propriedades hemostaticas, 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; O'BRIEN e
outros, 2005).

Ademais, o colageno possibilita a adesao, a inser¢do e o crescimento

celular em associagdo a sua estrutura, por possuir em sua composigdo molecular
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dominios de reconhecimento celular (ANSELME, 2000), conhecidos como
sequéncias RGD, formadas pelos aa arginina-glicina-acido aspartico (COWLES e
outros, 1998). Estes sitios interagem com a fibronectina presente na MEC, que por
sua vez reconhece glicolipideos presentes na membrana plasmatica (KLEINMAN;
KLEBE; MARTIN, 1981) e estabelece, assim, adesodes fibrilares (CUKIERMAN e
outros, 2001) essenciais a ancoragem celular.

Concomitantemente, o colageno também constitui adesbes focais, por
meio da ligagdo das RGD as integrinés encontradas nas superficies celulares. Estas
adesbes consistem em uma forma de ligagdo do citoesqueleto e proteinas
citoplasmaticas ao meio externo (Figura 4) (BAXTER, e outros, 2002) e transmite
informagdes entre as moléculas da MEC e as proteinas citoplasmaticas
(CUKIERMAN e outros, 2001). Assim, uma vez integradas, as integrinas ativam uma
cascata de reacdes intracelulares que conduzem as respostas celulares, por meio
da expressao génica e subseqiente alteracao no fenétipo celular (MEYER e outros,
2005; STEVENS e GEORGE, 2005), o que possibilita a célula aderir a superficie do
biomaterial (BAXTER e outros, 2002) e emitir extensdes citoplasmaticas,
denominadas lamelipédios, indispensaveis a migragdao celular (GIANCOTTI e
RUOSLAHTI, 1999).

Esta interacdo célula-colageno fundamenta o grande potencial da
utilizacdo desta proteina na bioengenharia tecidual (CHEVALLAY e HERBAGE,
2000), a partir da sua reconstituigdo ou purificagdo, ou manutengéo 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 integragdo das proteinas da MEC, em especial o
colageno, com a superficie celular, via RGD. (modificado de GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1999)

Vale ressaltar que a estrutura destas matrizes, assim como seu método
de preparagédo, influenciam a resposta inflamatéria, a angiogénese e a afinidade
eletrostatica para o sitio de implantagdo (VARDAXIS; BOON; RUIJGROK, 1996).
Para se obterem os resultados desejados a partir dos objetivos tragados, esta
proteina necessita ter suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, tais como,
antigenicidade, suscetibilidade a degradagdo enzimatica e resisténcia mecanica,
aperfeicoadas (FRIESS, 1998; RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999; JORGE-
HERRERO e outros, 1999; LEE; SINGLA; LEE, 2001; CHEN; HO; SHEU, 2005), por
meio de tratamentos fisicos ou quimicos (PETITE e outros, 1995).

Para o tratamento quimico existem diversas técnicas e substancias,
selecionadas de acordo com a aplicagdo clinica do biomaterial (JORGE-HERRERO
e outros, 1999). Uma técnica que tem sido empregada com sucesso € a hidrélise
seletiva dos grupos carboxiamida dos residuos de Asn e GIn (Figura 5) (PLEPIS;
GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; LACERDA; PEPLIS; GOISSIS, 1998; BET; GOISSIS;
LACERDA, 2001). Este método torna esta proteina com propriedades superiores

aquelas do colageno nativo (RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999), principalmente suas
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propriedades piezoelétricas (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998; GOES e outrols,
2002), sem alterar a estrutura quimica secundaria (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS,
1998; GOISSIS e outros, 1998; BET; GOISSIS; LACERDA, 2001). Durante este
procedimento, as células da matriz nativa sdo removidas (BET; GOISSIS;
LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002) e ha a introdugdo de cargas
negativas (GOISSIS e outros, 1998), devido a dissociagdo dos grupos carboxilicos
(RADHIKA; BABU; SEHGAL, 1999), que variam de acordo com o tempo de hidrélise

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

. Grupe carboxiamida

- OH-

$—C-NH " ; ,'
% Meio Alcaling A CO0 + NH3
. Grupo carboxilato
o Coligeno

Figura 5 — Esquema da hidrélise, em meio alcalino, dos residuos de Asn e GIn
presentes no colageno. (PAULA, 2003)

Se a hidrolise for de 24 horas, a quantidade de cargas negativas
adicionadas a esta proteina néo interfere na capacidade do colageno em formar
fibrilas (BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002). No
entanto, modifica suas interagdes eletrostaticas e produz alteragbes na superficie
das microfibrilas, com subseqiiente alteragdo da sua topografia (BET e outros, 2003;
GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003; SILVA, 2005), observada por meio da
reducéo na distancia entre os subperiodos do intervalo D (BET e outros, 2003),
caracterizada pela mudanga na conformagédo da barreira hidrofébica presente na
juncdo gap:overlap (FIGURA 6) (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003),
favorecendo a deposigdo de ions de calcio e de fosfato por diferengas eletrostaticas

e, consequentemente, promovendo a mineralizagao in vitro e in vivo (ROCHA,;
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GOISSIS; ROSSI; 2002; GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003; ROCHA e

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

Barreira hid
fechada

@ aa basicos ® aaacidos @ aparagina e glutamina _( aa hidrof6bicos

Figura 6 — Alteragdo na conformagéo da barreira hidrofébica, ap6s 24 horas de hidrélise
dos residuos de Asn e Gin. (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003; SILVA, 2005)

De acordo com o estudo morfolégico realizado por Rocha; Goissis; Rossi
(2002), apés a hidrélise o aspecto denso da matriz nativa assume aspecto
esponjoso, com poros de diferentes formas e diametros (Figura 7). Essas
caracteristicas, em conjunto com sua topografia e energia de superficie, influenciam
positivamente a adesdo e comportamento das células (BET e outros, 2003;
GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003), sobretudo por ndo alterar a conformagéo

dos dominios RGD (ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002).
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g Figura 7 — (A)Pencardlo bovmo Anatlvo (B) Pencardlo bovmo porosoapés 24 horas de
hidrélise dos residuos de Asn e GIn. Nota-se que os poros possuem diferentes formas e didmetros.
Barra 100pm. (ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002)

Assim, o comportamento biomimético destas matrizes colagénicas
aniénicas na deposicdo de cristais de hidroxiapatita de permeio as fibrilas de
colageno corrobora com o potencial uso destes biomateriais como suporte para o
crescimento tecidual na regeneragéo do tecido 6sseo.

No contexto da bioengenharia tecidual, o controle da biodegradacgéo desta
proteina € essencial a regeneragdo tecidual. Os protocolos de tratamentos
instituidos ao colageno para alterar sua resisténcia a protedlise baseiam-se no
estabelecimento de novas ligagées cruzadas entre grupos de aa funcionais da
molécula (CIRELLI e outros, 1997; KHOR, 1997; GRATZER; SANTERRE; LEE,
2004), as quais, uma vez estabelecidas, feduzem ou neutralizam as propriedades
antigénicas, ao mesmo tempo em que aumentam a resisténcia a degradagédo e
possibilitam uma maior permanéncia do biomaterial no sitio de implantagdo
(CIRELLI e outros, 1997), o que é compativel com a neoformagéo tecidual dssea.

De um modo geral, os principais agentes usados para este fim séo
bifuncionais, capazes de interagir com o colageno em dois sitios diferentes (KHOR,

1997). Dentre estes, o mais amplamente utilizado € o GA (PETITE e outros, 1995;
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CHEVALLAY e HERBAGE, 2000; SCHMIDT e BAIER, 2000; ANGELE e outros,
2004), sobretudo em biomateriais com finalidade de substituir préteses valvulares
cardiacas (KHOR, 1997; GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999), de ser aplicado em
corregées plasticas (PAULA; GOISSIS; MARTINS, 2007), no tratamento da
incontinéncia urinaria (KNUDSON e outros, 2006) ou na regeneragao de tecidos
moles, como o periodonto (CIRELLI e outros, 1997) e duro, como o osso (MIGUEL e
outros, 2006).

Os aldeidos presentes em cada extremidade da molécula de GA
interagem quimicamente com os grupos amino (KHOR, 1997), especificamente com
os residuos de lisina e hidroxilisina (GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999; JORGE-
HERRERO e outros, 1999) presentes nas cadeias laterais dos residuos de Asn e
GIn (JORGE-HERRERO e outros, 1999) e produzem ligagdes cruzadas entre estes
(FIGURA 8), alterando as propriedades microestruturais do colageno
(CHARULATHA e RAJARAM, 2003). Além de introduzir mais ligagées do que os
outros tipos de aldeidos, com o uso do GA, estas ligagbes sdo mais estaveis

(BOWES e CATER, 1965).

i : :

PaVaVo T, KSR

Figura 8 — Esquema das ligagdes cruzadas estabelecidas pelo GA com a molécula de
colageno. (CUNHA, 2006)

As ligagbes cruzadas entre os residuos de lisina e hidroxilisina elevam o
peso molecular, reduzem a solubilidade, conservam a configuragdo molecular

(BOWES e CATER, 1965), aumentam as cargas negativas (BOWES e CATER,
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1965; TILLER e outros, 2001) e a resisténcia a degradacdo (BOWES e CATER,
1965; FRIESS, 1998) e, por fim, diminuem a antigenicidade (CROFTS e
TROWBRIDGE, 1988; GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999).

A reagao do GA com o grupamento amino das proteinas depende da
espessura do biomaterial (KHOR, 1997), da concentragdo do aldeido, do tempo de
reticulagao, da temperatura de reticulagdo e do pH (BOWES e CATER, 1965; KHOR,
1997; GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999). Este ultimo deve permanecer entre 7 e
8. Valores menores limitam a rea¢do e, maiores, favorecem a formagao de polimeros
e reduz sua eficacia (BOWES e CATER, 1965).

Em relagcdo a concentragdo do GA, estudos tém demonstrado que, de
forma geral, as menores sdo mais eficientes (VARDAXIS; BOON; RUIJGROK, 1996;
KHOR, 1997; FRIESS, 1998), visto que sdo adequadas para elevar a estabilidade
térmica (GAVILANES e outros, 1984), desencadeiam respostas inflamatérias mais
brandas e mineralizagdo mais eficiente (VARDAXIS; BOON; RUIJGROK, 1996).

O tempo de tratamento do biomaterial varia, também, de acordo com sua
espessura (KHOR, 1997), tendo em vista que, quando as ligagdes sdo estabelecidas
com os aa lisina e hidroxilisina, ocorre uma impermeabilizagdo superficial que
retarda a penetracdo do GA no interior do biomaterial (KHOR, 1997; GOISSIS;
BRAILE; GIGLIOTI, 1999). Desta forma, reticulagbes por periodos mais longos
possibilitam a formacdo de um maior nimero de ligagdes cruzadas no interior do
material, o que favorece a permanéncia do biomaterial no sitio de implantagdo, uma
vez a degradacédo é inversamente proporcional ao nimero de ligagdes cruzadas
estabelecidas (GOISSIS e outros,1999).

Adicionalmente ao problema da impermeabilizagdo, estas ligagbes séo

. responsaveis pela liberacdo de mondmeros de aldeido livres que resultam em
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citotoxicidade (SPEER e outros, 1980; COURTMAN e outros, 1994; GOISSIS;
BRAILE; GIGLIOTI, 1999), representada in vivo por uma resposta inflamatéria que
pode limitar a migragcdo e proliferagdo das células regenerativas e,
conseqientemente, sua aplicagdo clinica. Entretanto, Vardaxis, Boon, Ruijgrok,
(1996), Cirelli e outros (1997); Goissis e outros (1999) e Miguel e outros (2006)
observaram que esta resposta inflamatéria ndo compromete a utilizagdo das
matrizes colagénicas, ao menos nas técnicas de regeneracao tecidual, uma vez que
a inflamagédo evidenciada nesses estudos foi do tipo crénica moderada e regressiva
ao longo do tempo.

Outra caracteristica que pode ainda pode limitar algumas aplicagées
clinicas dos biomateriais reticulados em GA é a facilidade de mineralizacdo apés
implantagido (JORGE-HERRERO e outros, 1999; CHEVALLAY e HERBAGE, 2000;
SCHMIDT e BAIER, 2000), especialmente na substituicdo de préteses cardiacas ou
nas aplicacbes para corregdes plasticas, situagbes onde ndo se deseja
mineralizagéo.

Esse mecanismo é desencadeado por diferentes fatores, dentre eles a
presenca de fosfolipideos, que atraem eletrostaticamente ions calcio (KHOR, 1997),
e de remanescentes celulares retidos durante o processamento tecidual (SCHIMIDT
e BAIER, 2000). Em alguns biomateriais colagénicos, como aqueles derivados do
pericardio bovino, existem fatores constitutivos, carregados negativamente, como
por exemplo as proteoglicanas acidas e os fosfolipideos, que favorecem a atragéo
de ions calcio e fosfato para o interior da sua estrutura, onde sdo depositados nas
regides de gap e overlap do periodo D desta proteina (JORGE-HERRERO e outros,
1999). Diante do exposto, nota-se que ha um mimetismo do padrdo de

mineralizagdo fisiolégica observada nos tecidos mineralizados. Logo, nas situagbes
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clinicas onde a mineralizagdo faz-se necessaria, biomateriais colagénicos,
reticulados em GA, apresentam grande potencial para uso clinico.

Uma vantagem adicional na utilizagdo de biomateriais colagénicos
aniénicos de fabricagdo nacional esta correlacionada ao seu baixo custo de
preparacao em relagdo ao biomateriais importados (GOISSIS e outros, 1998;

ROCHA,; GOISSIS; ROSSI, 2002; ROSA e outros, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar histomorfometricamente o potencial osteogénico de matrizes
colagénicas anibnicas, reticuladas ou ndo em glutaraldeido, implantadas em defeitos

6sseos criticos, em calvaria de rato.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Analisar histomorfologicamente, por microscopia de luz, a regeneragao
de defeitos 6sseos criticos, criados em calvaria de rato, com implantagdo de
matrizes tridimensionais de colageno, aniénicas e nao-anidnicas, reticuladas ou nao
em glutaraldeido, avaliadas nos pontos biolégicos de 15, 45, 90 e 120 dias de pds-
implantagdo do biomaterial.

B) Quantificar morfometricamente a neoformagdo vascular e a
neomineralizagdo decorrentes da implantagdo dos biomateriais supracitados, nos
mesmos pontos biolégicos de observagao.

C) Ildentificar, por técnicas de imunoistoquimica indireta, a presenga de
vasos sangliineos e a ativagdo macrofagica, observados de permeio as fibras de

colageno, nos pontos biolégicos supracitados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados no Centro
de Criagdo de Animais de Experimentacdo da Escola de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), ap6s aprovagéo no Comité de Etica no Uso
de Animais (anexo |) do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM) da Fundagéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Nesta pesquisa foram utilizados, como modelo experimental, oitenta e
seis ratos machos (Raffus 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 agua a vontade e ragdo sélida’. Os animais
foram divididos aleatoriamente para a composi¢cdo de quatro grupos, com seis
animais em cada ponto biolégico, exceto para o Gl, que foi composto por cinco
animais, em virtude da perda de biomaterial do mesmo lote para ser implantado

durante o experimento: Gl — matriz colagénica anidnica com 24h de hidrélise e

! Nuvital do Brasil®
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15min de reticulagdo em GA 0,05% (MCAHGA); GIl — matriz colagénica aniénica
com 24h de hidrolise (MCA); Glll — matriz colagénica neutra, controle positivo (MCN)
e GIV - defeito 6sseo vazio, sem implantagdo de biomaterial, preenchido por
coagulo sanguineo, controle negativo. Os animais foram avaliados ao final de 15, 45,
90 e 120 dias de acordo com a tabela 1. Para o grupo Glll, devido & quantidade
limitada de biomaterial, optamos em excluir o ponto biolégico de 90 dias.

Tabela 1 — NUumero de animais de acordo com o grupo e periodo.

Gm':md" 15 dias | 45dias | 90dias | 120dias | Total
Gl 5 5 5 5 20
Gll 6 6 6 6 24
Gl 6 6 | oo 6 18
GIV 6 6 6 6 o4

Total 23 23 17 23 86

4.2 BIOMATERIAIS

4.2.1 Preparagao das matrizes por meio da hidroélise seletiva

Os biomateriais implantados nos grupos | e Il foram desenvolvidos e
fornecidos pelo Prof. Dr. Gilberto Goissis da Proline Biomédica®. As matrizes foram
preparadas a partir de mantas de pericardio bovino com dimensdes de 10x10cm

tratadas com uma solugéo alcalina composta por sulfatos e cloretos de K, Ca™ e



70

Na® a 20°C, durante 24h. Em seguida, as mantas foram estabilizadas por seis horas,
em uma solugio neutra composta por cloretos e sulfatos dos cations supracitados. O
excesso de sais residuais foi removido por lavagens sucessivas com acido bérico a
3% (3x, 6h), EDTA 0,3% com pH 11 (3x, 6h) e agua destilada (6x, 2h). Logo depois,
as matrizes foram estabilizadas em tampao fosfato 0,14mol™”, com pH 7,4 e lavadas
com agua destilada (3x, 15min). Ao final deste tratamento, a matriz densa do
pericardio bovino tornou-se acelularizada, porosa (BET; GOISSIS; LACERDA, 2001;
ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002) e a molécula do colageno, neutra em pH 7,4,
aniénica, devido a introdugdo de 46+12 cargas negativas por molécula desta
proteina (LACERDA; PEPLIS; GOISSIS, 1998; BET; GOISSIS; LACERDA, 2001,

BET e outros, 2003)

4.2.2 Reticulagdao das matrizes em GA

As MCA do GI foram reticuladas, durante 15min, em GA (0,05%), em
tampao fosfato 0,14 mol™ com pH 7.,4. Apés este procedimento, as matrizes foram
lavadas em agua destilada (3x), congeladas em nitrogénio liquido e submetidas a
liofilizagdo em equipamento modelo FREEZE DRYER Modulyo®, até obtengdo de

peso constante (CIRELLI e outros, 1997; GOISSIS e outros, 1999).

2 EDWADS®
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4.2.3 Controle positivo

Este estudo utilizou como controle positivo, matrizes colagénicas neutras
produzidas a partir de tenddo bovino, sem hidrélise seletiva e reticulacdo em GA®.
Estas matrizes foram preparadas, caracterizadas e fornecidas pela Dr?. Isabel Maria
Santana Ramos de Freitas Amaral, do Instituto de Engenharia Biomédica — INEB,

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

poros com didametro médio de 173um (Figura 9).

CEMUP SE AB(S2) 120 ww WO=15mm 200pm CEMUP SE A6(S2) x250 15KV WD=15mm

Flgura 9. Fotomlcrograf a grafia de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da matriz
de colageno neutro.

4.2.4 Esterilizagao e recorte dos biomateriais

As matrizes colagénicas anidnicas, implantadas nos grupos | e Il, foram
colocadas em embalagens apropriadas e submetidas ao processo de esterilizagdo

em oxido de etileno. Ja as matrizes implantadas nos animais do Glll foram imersas

* Sigma Aldrich® (C — 07891)
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em alcool absoluto e submetidas a tratamento a vacuo para remover possiveis
bolhas de ar contidas no seu interior. Ao final, as matrizes ja posicionadas ao fundo
do tubo falcon permaneceram na mesma solugédo por 10min. Depois desse periodo,
foram imersas, de forma sequencial, em solugdes de alcool a 70% (30min), 50%
(10min) e 25% (10 min). Todas as vezes que se fazia necessario, foram recolocadas
sob tratamento a vacuo para remogdo de bolhas de ar. Por fim, as matrizes foram
hidratadas, por 2 vezes, em solugdo de PBS* (Phosphate Buffer Solution) (10min).
Anteriormente a implantagdo nos defeitos, os biomateriais foram
recortados em capela de fluxo laminar, com o auxilio de um cortador manual,
devidamente esterilizado (Figura 10 A), com diametro de 8,5mm e, acondicionados
em frasco tipo eppendorf® (Figura 10 B) contendo solugéo fisiolégica salina,

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

Figura 10 — (A) Cortador manual das matrizes com aproximadamente 8,5mm de
diametro:e (B) biomaterial acondicionado em frasco tipo eppendorf (2mL) contendo solugéo fisiolégica
estéril, para hidratagéo prévia a cirurgia.

“ P3813 Sigma
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Figura 11 — Vista macroscdpica superior do biomaterial reticulado em GA, hidratado,
apresentando 8,5mm de didmetro (A) e lateral, onde é possivel observar sua espessura de
aproximadamente 0,8mm (B).

4.3 TECNICA CIRURGICA

Previamente a realizagdo dos procedimentos cirurgicos, os animais
receberam anestesia geral com injeg¢éo intramuscular de cloridrato de quetamina® na
propor¢do de 0,08mL/100g de massa corporal e sedagéo e analgesia com injecao
intramuscular em dose Unica de cloridrato de xilazina® na proporgéo de 0,04mL/100g
de massa corporal. Em seguida, foram posicionados em decubito ventral para a
realizagdo da tricotomia e anti-sepsia do campo operatério com alcool iodado.

Apbés esta etapa, fez-se uma incisdo cutdnea bicoronal, semilunar, com
aproximadamente 3cm de extensdo, com lamina de bisturi n®. 15 (Figura 12 A),
seguida de divulsdo, com tesoura reta de ponta romba, e elevagdo do retalho para
acesso ao periosteo (Figura 12 B). Seguidamente, esta membrana foi incisada e,

com o auxilio de uma espatula n°. 07 e pinga clinica, foi removida e o tecido 6sseo

® Vetaset®
® Copazine® 2%
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subjacente exposto (Figura 12 C). Para confeccionar os defeitos 6sseos criticos com
aproximadamente 9,0mm de didmetro utilizou-se uma fresa trefina’ com 8mm de
didmetro interno e espessura de 1mm, montada em contra-angulo com reducgéo de
1:16 (Figura 12 D), acoplado em motor cirtirgico® com 1500rpm, sob constante
irrigacdo com solucdo fisiologica estéril. Os defeitos com aproximadamente 0,8mm
de espessura, correspondente a espessura do osso da calvaria, foram
confeccionados na porgdo mediana da calvaria (Figura 12 E e F), entre os vértices
das suturas anterior e posterior, e removido o fragmento ésseo acompanhado da
dura-mater. 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°,

Apés o procedimento cirlirgico, os animais foram mantidos em caixas
plasticas individuais, identificadas conforme grupo e ponto biolégico. Na ficha de
identificagdo, ainda constavam a massa corporal do animal, data da cirurgia e do

sacrificio € 0 nome do pesquisador.

7 Dentoflex
® Driller BLM 350®
® Ethicon, Johnson & Johnson®



Figura 12 — Sequéncia cirurgica para a confecgdo dos defeitos 6sseos criticos e implantagédo dos
biomateriais: (A) incisdo cutanea bicoronal semilunar, (B) descolamento e remogéo do periésteo, (C)
tecido 6sseo exposto, (D) confecgdo do defeito 6sseo critico com fresa trefina, (E) demarcagédo do
defeito 6sseo na porgdo mediana da calvaria, (F) defeito critico (9,0mm) confeccionado, (G)
implantagdo das matrizes colagénicas e (H) retalho reposicionado e suturado com pontos
interrompidos.
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4.4 OBTENCAO DOS ESPECIMES

Ao final dos periodos de 15, 45, 90 e 120 dias, os animais foram
mortos pela inalagdo de gas carbdnico em camara de CO,. Logo apés,
removeu-se a porgao superior da calvaria com auxilio de um alicate de corte e
tesouras de extremidade reta e romba. Em seguida, removeram-se os tecidos
moles e os espécimes obtidos foram colocados em recipientes plasticos,
previamente identificados, contendo aicool a 70% para fixagdo, por no minimo

sete dias, e armazenados em geladeira.

4.5 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Bioengenharia Tecidual e
Biomateriais (LBTB) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da UFBA. A
inclusdo dos espécimes foi feita em resina, segundo o protocolo cedido pela
Prof®. Dr*. Maria Eugénia Leite Duarte'®, do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Previamente a
inclusdo em resina, os espécimes foram reduzidos com discos de carburundum
n°. 409", acoplados em motor elétrico rotativo'?, nas partes latero-inferiores,
posterior e anterior da calvaria (Figura 13 A). Nesta ultima, o desbaste excluiu

3mm da regiao anterior ao defeito (Figura 13 B).

' Comunicagso pessoal
"' Dremel®
2 Dremel®
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Figura 13 — Esquema dos recortes latero-inferiores e posterior dos espécimes (A)
e da porgao anterior com exclusdo de 3mm de defeito ésseo (B).

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

apos a fixagdo em alcool a 70% (etapa 1), os espécimes foram desidratados

(etapas I, Il e V), clarificados (etapa V) e infiltrados em trés solugdes

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

foram feitas a temperatura de 4°C.

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

Etapas | I v V VI VI VIl
B licio Alcool | Alcool | Alcool | Alcool | Xilol | Solugao | Solugéo | Solugédo
¢ 70% 95% 100% | 100% | I 1]
Dias 02 02 01 01 02 02 01

Tabela 3. Composi¢ao das solugdes |, Il e Il utilizadas nas etapas
VI, VIl e VIII durante o processamento histoldgico para inclusdo dos espécimes
em resina metil-metacrilato. (BARRETO, 2008)

Substancia Solugao | | Solugdo Il | Solugao lll
Metil-Metacrilato 75mL 75mL 75mL
Di-Butil-ftalato 25mL 25mL 25mL
Peréxido de Benzoila - 19 25g
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Apoés estas etapas, os espécimes foram incluidos com a porgéao
anterior do defeito voltado para baixo, de forma semelhante aquela ilustrada no
esquema da figura 13 B, em uma base semi-sélida de resina metil-metacrilato.
Para isto, colocou-se 2,0mL da solugdo Ill em frascos de vidro com tampa
plastica rosqueavel e levados a estufa com temperatura aproximada de 40°C,
por no minimo dois dias, para formar a base. Apés a inclusdo do espécime e o
endurecimento da base, adicionou-se 5mL da solugéo Il para submergir toda a
amostra e formar o bloco de resina. Em seguida, os frascos foram fechados e
colocados na estufa a 40°C por no minimo trés dias, para a completa
polimerizagao da resina.

Na sequéncia, apdés a polimerizagao da resina os vidros foram
quebrados para obtengao dos blocos, os quais foram desbastados com uma
fresa reta'®, acoplada ao motor elétrico rotativo. Para realizagdo dos cortes
histolégicos, os blocos recortados foram adaptados ao micrétomo'® para cortes
de tecidos ndo descalcificados e desbastados até o didmetro aproximado de
8,5mm do defeito (Figura 14), mensurado com um compasso de ponta seca e
uma régua milimetrada. Em sequéncia, realizaram-se os cortes histolégicos
seriados de 6um de espessura, os quais foram corados por hematoxilina-
eosina (HE), picrossirius-vermelho (PV) para identificagdo das fibras de
colagenas e Tricromico de Masson Goldner (TG) para observagao do tecido

6sseo neoformado, e examinados por microscopia de luz comum'®.

3 Dremel®
" Leica RM 2255%
5 Leica DM 1000
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Matriz Colagénica Tecldo 6sseo
remanescente

pH IR Niug -
’ L_._ 85 'mm_—J

Figura 14 — Esquema da area seccional do defeito, apos corte transversal do
bloco.

Ademais, um animal de cada grupo foi preparado para inclusdo em
parafina, de acordo com protocolo de processamento histolégico de rotina.
Para tanto, .as amostras foram descalcificadas em acido nitrico a 7% por um
periodo de duas horas. Logo apds, as calvarias foram processadas em
processador automatico'®, incluidas em parafina com a regidgo do defeito
voltada para baixo e cortadas seriadamente com 5um de espessura e coradas
com as mesmas coloragdes descritas anteriormente.

As amostras destinadas a analise imunoistoquimica foram
preparadas de forma semelhante a descrita anteriormente. Para a realizagao
desta técnica, no entanto, os cortes foram realizados com 4pum de espessura.
Foram utilizados os anticorpos ED-1, actina-a. de musculo liso, TGF-8 e fator
VIIl. Esta etapa foi desenvolvida no Laboratério de Patologia Celular do
Departamento de Histologia e Embriologia do ICB da UFRJ, sob orientagdo da

Prof®. Dr®. Christina Maeda Takiya.

'8 Leica AST 300°®
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4.6 ANALISE MORFOMETRICA

Na avaliagdo morfométrica, mensurou-se os seguintes parametros:
(A) extensdo linear do defeito, em milimetros, (B) area seccional
neomineralizada em relagéo a area seccional total do defeito (Figura 15) e (C)
nimero de capilares sanguineos em area padrao de 10°um? (selecionada
aleatoriamente) do defeito. Nesta avaliagdo, foram considerados apenas os
capilares cortados transversalmente, cuja relagdo entre os didametros horizontal

e vertical ndo ultrapassasse 20%.

Regido Supradural

Figura 15 — Esquema da vista transversal da extensao linear e da area seccional
do defeito. Neste diagrama, destaca-se também a regido supradural do defeito, a qual foi
sempre orientada para baixo, nos cortes histolégicos.

Para tanto, utilizou-se o seguinte equipamento: microscépio 6ptico’’
com camera digital'®, utilizando o Sistema de Analise de Processamento de

Imagens'®.

"7 Leica DME
'8 DFC 300 FX®
' Software Leica QWIN 3.1°
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica, empregou-se o software GraphPad Prism®
versdo 3.1. As diferengas entre as médias foram avaliadas usando-se os
testes: Mann Whitney (teste nao-paramétrico), regressdo linear e analise de
variancia (ANOVA - one way) com pos-teste de Newman — Keulis. Para um
nivel de significancia de 0,05, os valores foram assim considerados: (A) NS —
ndo significante (p > 0,05), (B) S - significante (0,05 > p > 0,005), (C) MS -
muito significante (0,005 > p > 0,001) e (D) ES — extremamente significante (p <

0,001).



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1. ANALISE HISTOMORFOLOGICA

15 dias

G1-MCAGA

Neste ponto biolégico o biomaterial implantado apresentou
espessura aproximada de 0,07mm, o qual foi visto preenchendo toda a
extensdo do defeito, com fragmentagédo de suas fibras na regido central. Na
interface entre este e a borda 6ssea houve formagédo de tecido conjuntivo
frouxo com proliferacdo vascular, evidente somente nesta regidao (Figura16 B).
Na periferia do biomaterial observou-se proliferagdo e migragdo de células
fusiformes, em direcdo centripeta (Figura18), associadas ao edema entre as
fibras, o qual as dissociou, principalmente, nas proximidades das bordas

osseas.
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De permeio as fibras do biomaterial, houve inflamagao crdnica
discreta com células mononucleares e células gigantes multinucleadas. Estas
ultimas estavam associadas aos fragmentos o6sseos e ao biomaterial,
principalmente na periferia da matriz, na regido préxima a borda éssea, as
quais se apresentaram ora em bisel ora sem, com neoformagdo oOssea
regenerativa muito discreta.

Nas adjacéncias da reagdo granulomatosa, proximas das bordas
Osseas e na regido central do defeito, notou-se, na regido supradural, inicio de
neomineralizagcdo com formagdo de nucleos esparsos (Figuras 17 e 19). Na
periferia destes, foram identificadas células com aspecto de osteoblastos
ativos. Em alguns casos evidenciou-se esparsos fragmentos OGsseos
contaminantes na regido supradural, observados, principalmente, na periferia

do defeito.

GIl-MCA

As matrizes implantadas apresentaram, aproximadamente, 0,05mm
de espessura e foram vistas em toda extensdo do defeito. Na interface entre
estas e as margens Osseas notou-se inflamagédo crénica granulomatosa
discreta associada a formagao de tecido conjuntivo frouxo (Figuras 20 e 22).
De permeio as fibras do biomaterial, nas areas onde a inflamagéao crénica foi
observada, evidenciou-se edema, hemorragia e fragmentagéo das fibras de

colageno da matriz. Em paralelo, foi verificada a proliferagdo de células
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fusiformes, algumas com aspecto morfolégico de fibroblasto (Figura 23), e
neoformagdo vascular acompanhada por fibrose. Neste ponto biolégico
evidenciou-se neoformagao Ossea regenerativa discreta, em associagdo as
bordas 6sseas (Figura 20) e as vezes na area central do defeito, na regido
supradural. Por meio da analise imunoistoquimica observou-se a expresséo
intracelular do e TGF-B em macréfagos e secretado no intersticio, por entre as
fiboras do biomaterial. Notou-se também a expressdo ED-1 em macrofagos

ativados (Figura 24).

G lli- MCN

No intersticio entre as bordas 6sseas e o biomaterial, observou-se
formagao de tecido conjuntivo frouxo com proliferagdo vascular (Figura 25) e
infiltrado inflamatério mononuclear moderado, com predominio de linfécitos. De
permeio as fibras do biomaterial, notou-se também, reagao inflamatéria, em
quase toda sua extensdo e espessura, porém com predominio de
polimorfonucleares, acompanhados de poucas células fusiformes (Figura 26).
Nas areas onde a inflamagdo foi notada com menor densidade celular
observou-se edema e hemorragia.

Na periferia do biomaterial, onde a inflamagdao crénica
granulomatosa mostrou-se mais evidente, notou-se fragmentagdo das suas
fibras colagénicas e formagéao de tecido conjuntivo fibroso de permeio as estas,

em diregdo centripeta ao biomaterial. As matrizes foram circundundadas por
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tecido fibroso. A mineralizagdo foi evidente somente restrita as margens do
defeito, caracteristica da regeneragédo observada em proximidades as bordas

(Figura 25 A).

G IV - Controle

Os defeitos deste grupo mantiveram-se sem implantagéo de
arcaboucgos tridimensionais. Assim, observou-se, em toda sua extensao,
inflamagao crénica discreta associada a proliferagao vascular, mais evidente
nas proximidades das bordas 6sseas. Notou-se também proliferagéo discreta
de células fusiformes e fibroblastos com sintese de tecido conjuntivo frouxo,
observado em toda a sua area seccional (Figura 29). A neoformagéo éssea
regenerativa mostrou-se restrita as bordas ésseas do defeito (Figura 28 A),
contudo na area central do defeito, na regidao supradural, evidenciou-se raros e

pequenos nucleos de mineralizagéo.
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200um 100um
Figura 16. Gl 15 D — (A) Borda 6ssea (BO) em bisel associada & regeneracéo na regido supradural (RSD) e
biomaterial (BIO) implantado. HE; resina. Barra 200um. (B) Interface de tecido conjuntivo (TC) entre a borda 6ssea
e o biomaterial, e conjuntivo neoformado entre suas fibras coradas de vermelho, com migracéo celular. Tricrémico
de Masson Goldner (TG); resina. Barra 100pm.

200pum

Figura 17. Gl 15 D — (A) Regido central do defeito com a presenga de nucleo de mineralizagédo (NM) na regiéo
supradural. HE; parafina. Barra 200um. (B) Fibras coladgenas (FC) do biomaterial integras com nucleo de
mineralizagéo na regido supradural. Picrossirius-vermelho (PV); resina. Barra 50um.

sa ~w

Figura 18. GI 15 D — (A) Proliferacdo e migracdo de células fusiformes (CF) em direcdo centripeta, de permeio as
fibras do biomaterial. TG; resina. Barra 50um. (B) — Detalhe da figura “A”, com destaque para as células fusiformes
sobrepostas as fibras do biomaterial . TG; resina. Barra 25um.



¥ Figura 19. 'Gﬂli15 D = (A) Presenca de nucleos de mineralizacdo entre fibras do biomaterial proximos a regido
- supradural. Nota-se a presenca de tecido conjuntivo neoformado entre as fibras colagenas do biomaterial, que se
~ apresem%gx‘dh)entado na regido inferior esquerda da figura. HE; parafina. Barra 50pm.(B) — Ampliagdo da

“:fotomicrog

rafia anterior, com destaque para os nucleos de mineralizagdo de permeio as fibras. HE; parafina. Barra
o5um. FRyr
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Figura 20. Gll 15D - (A) Interface de tecido conjuntivo entre o biomaterial e a borda 6ssea, que se apresenta com
atividade regenerativa. HE; parafina. Barra 100pm. (B) Nucleo de mineralizagdo formado na interface entre a borda
e o biomaterial, com ostedcitos, e circundado por osteoblastos e tecido conjuntivo e vasos sanguineos. TG; resina.
Barra 50pum.

Figura 21. Gl 15 D — (A) Integridade do biomaterial na regido central do defeito; fibras coldgenas paralelas entre
si. PV; resina. Barra 100um. (B) Na area de interface entre a borda 6ssea e o biomaterial, nota-se a presenca de
tecido conjuntivo, com areas de maior densidade de deposicdo de coldgeno em formato de nucleos. Osso novo
(ON). PV; resina. Barra 50pm.

Figura 22. GIl 15 D - (A) Fragmentacédo das fibras colagénicas do biomaterial na sua periferia; nucleos de
mineralizacdo, com ostedcitos entre as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra 50um. (B) Detalhe em maior
aumento da mesma regido. Notar vasos sanguineos (VS) no canto superior direito. HE; parafina. Barra 25um.
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Figura 23. Gll 15 D - (A) Fibras de coldgeno integras, associadas a células fusiformes, osteoblastos e ao tecido
conjuntivo neoformado. TG; resina. Barra 50pm. (B) Nucleo de mineralizagdo na RSD. Nota-se a presenca de
vasos sangiiineos circunvizinhos ao nucleo de mineralizacdo.HE; parafina. Barra 50um.

‘Flg;ii'i g},,'G‘If 15 D - Expressédo de TGF- em macréfagos, padrio citoplasmatico, e no intersticio, secretado (A); e
de ED-1 em macréfagos ativados (B). Parafina; 40x.



Figura 25. GlIl 15 D — (A) Borda 6ssea com regeneracéo restrita a margem; tecido conjuntivo formado na interface
entre a matriz colagénica e a borda do defeito. HE; resina. Barra 200um. (B) Tecido conjuntivo fibroso (TCF)
envolvendo o biomaterial. HE; resina. Barra 200pm.

200pm

Figura 26. Glll 15 D - (A) Infiltrado inflamatério intenso em toda extens&do do biomaterial. HE; resina. Barra 200pm.
(B) Fragmentacdo das fibras de coladgeno associada ao infiltrado inflamatério mononuclear e polimorfonuclear,
células inflamatérias (Cl). HE; resina. Barra 25um.

200pm

Figura 27. Glll 15 D — (A) Fragmentagéo da matriz colagénica neutra. PV; resina. Barra 200pm.
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Figura 28. GIV 15 D - (A) Borda 6ssea associada & regeneragéo limitada e restrita as margens do defeito com

formacéo de tecido conjuntivo na area residual. HE; resina. Barra 200pm. (B) Tecido conjuntivo frouxo formado no
intersticio. HE; resina. Barra 100pm.

Figura 29. GIV 15 D - (A) Regiéo central do defeito, formacéo de tecido conjuntivo frouxo, com células fusiformes,
sem a presenca de nucleos de mineralizagao. HE; resina. Barra 100pm. (B) Arranjo paralelo das fibras de colageno
presentes no tecido conjuntivo frouxo. PV; resina. Barra 100pm.
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45 dias

G|-MCAGA

A inflamagao crbnica granulomatosa, ainda presente em toda
extensdo do biomaterial, foi observada de forma mais evidente na sua porgéo
superior. Na regido mais central do preenchimento do defeito e na porgéo
superior das matrizes, as fibras colagenas mostraram-se mais fragmentadas do

que aos 15 dias (Figura 35 B).

Evidenciou-se neoformagdo 6ssea regenerativa mais intensa que no
ponto biolégico anterior. Esta mineralizagdo mostrou-se proeminente em quase
toda a extensdo do defeito, notadamente na regido supradural (Figura 30).
Desta, em dire¢do a porgao superior da matriz, notou-se areas de
neomineralizagdo que permeiam e dissociam as fibras do biomaterial (Figura
32 A). No tecido neomineralizado, quando comparado aos 15 dias, observou-se
zonas de aspecto basofilico mais acentuado, indicativo de mineralizagdo mais
intensa. De permeio as areas de mineralizagdo verificou-se proliferacao
vascular (Figura 36 A), edema discreto e moderado nimero de linfécitos. No
interior das areas mineralizadas, sdo vistos ostedcitos, indicando vitalidade do

tecido 6sseo neoformado (Figura 36).
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G Il -MCA

A inflamagao crénica granulomatosa mostrou-se escassa, vista
discretamente na regido superior do biomaterial (Figura 42). Nesta regido a
matriz colagénica foi observada com bastante degradagéo. Entre as fibras do
biomaterial, nas areas em que nao ha mineralizagdo, notou-se abundante
deposicao de tecido conjuntivo fibroso, com proliferagdo de células fusiformes,
e capilares sangliineos. Nas extremidades do biomaterial, voltadas para as
margens Osseas, houve discreta invaginagéo de tecido fibroso de permeio as
suas fibras.

As bordas dsseas apresentaram regeneragdo estabilizada e mais
basofilica em relagdo aos 15 dias, as vezes sem interface entre a matriz e a
borda 6ssea (Figuras 37 A e 39 A). A neoformagdo Ossea estendeu-se de
maneira centripeta e confluente, de ambas as bordas, em direcdo a area
central (Figuras 37 B, 38 B e 46 A), sem, no entanto, evidenciar unido completa
no centro do defeito. Este tecido neomineralizado formou-se sempre a partir da
regido supradural em diregdo a porgao superior do biomaterial. Na maioria das
vezes preencheu dois tercos 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 basofilico. Evidenciou-se
abundante formagao de canais com vasos sangilineos, inclusive com formacéo
de escassa medula 6ssea (Figura 44 e 45). Associado as areas mineralizadas,
em especial na periferia, observou-se células com aspecto morfolégico de

osteoblastos ativos e de ostedcitos (Figura 41 A).
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G Il - MCN

A reacao inflamatéria observada, neste ponto bioldgico, foi do tipo
crénica discreta com predominio celular linfocitario. O biomaterial mostrou-se
circundado por tecido conjuntivo fibroso, que o encapsulou, e suas fibras
colagénicas apresentaram-se bastante fragmentadas e envolvidas por tecido
conjuntivo fibroso (Figura 49). As bordas oOsseas mostraram-se com

regeneragao estavel e ndo houve mineralizagdo na area central do defeito.

GlV - Controle

Foram identificadas poucas células inflamatérias e presenga de
células fusiformes, algumas com aspectos semelhantes a fibroblastos,
dispostas paralelamente entre si, acompanhadas por tecido conjuntivo fibroso
mais denso em relagdo ao periodo anterior e de espessura muito delgada na
area de preenchimento do defeito. Notou-se ainda, a presenga de vasos
sangliineos praticamente restritos as proximidades das bordas oésseas
associados a discreta ossificagdo regenerativa nestas regides (Figura 50 A).
Néo foram observados ndcleos de mineralizagdo na area central do defeito
(Figura 50 B), os quais foram vistos no grupo anterior, provavelmente devido a
presenca de fragmentos ésseos contaminantes, residuais durante o

procedimento cirurgico.



Figura 30. Gl 45 D — (A) Mineralizagdo na area central do defeito, notadamente na regido supradural. HE; resina.
Barra 200um. (B) Detalhe em maior aumento, biomaterial pouco fragmentado. HE; resina. Barra 100pm.

'y i . PR 5 E |

Figura 31. Gl 45 D - (A) Nucleos de mineralizacdo com deposicdo de colageno no interior do biomaterial
implantado, na regido supradural, proxima & borda 6ssea. PV; parafina. Barra 100pum. (B) Interface de tecido
conjuntivo entre a borda 6ssea e o biomaterial. Nota-se pequenos nucleos de mineralizacdo, com osteécitos e
tecido conjuntivo neoformado por entre as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra 50pm.

Figura 32. Gl 45 D = (A) Nucleos de mineralizagao formados no interior das fibras de colageno, as quais parecem
integradas a estes; tecido conjuntivo neoformado, associado a fibroblastos (F). HE; parafina. Barra 25um. (B) Vaso
sangiiineo formado entre as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra 25pum.
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Figura 33. Gl 45 D - (A) Inflamagéo cronica ‘granulomatosa entre as fibras da matriz colagénica; células
inflamatérias: células gigantes multinucleadas (CG), linfécitos (L) e macréfagos (M). TG; resina. Barra 25um. (B)
Células fusiformes sobrepostas as fibras colagénicas. TG; resina. Barra 25um.

100pm A \ AN, .-.‘_ﬁr S ' b osoum AR i} SR
Figura 34. Gl 45 D - (A) Biomaterial com fragmentagdo de suas fibras; nicleos de mineralizacdo na regido da
dura-mater. HE; parafina. Barra 100pum. (B) Nucleos de mineralizacdo exibindo grande quantidade de osteécitos
(OC). Fibras colagenas integras préximas aos nucleos de mineralizacdo e fragmentadas na regido do retalho
cutdneo. HE; parafina. Barra 50um.

ostedide depositada na borda ésséa. PV; paraﬁr;a. Barra 25um. (B)
Fragmentacdo das fibras coldgenas do biomaterial em &rea de reagdo inflamatéria crénica com células
mononucleares (Cl). HE; parafina. Barra 25um.
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Figura 36. Gl 45?"5‘-' (A) Nucleos de mineralizacdo evidentes, com grande quantidade de ostedcitos, e associados
a formagéo vascular. HE; parafina. Barra 50pm. (B) Osso neoformado em associacdo a borda com linhas de
reversdo (LR), e mineralizagéo confluente sobre as fibras de coldgeno do biomaterial, com ostedcitos. HE; parafina.
Barra 50pym. - :
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Figura 37. Gll 45 D - (A) Borda 6ssea com formagéo 6ssea que se estende sobre as fibras do biomaterial; nicleos

de mineralizagdo na regido supradural. HE; parafina. Barra 200pm. (B) Regido central do defeito com area de
mineralizagdo que ocupam quase a metade da espessura do biomaterial. HE; parafina. Barra 200pm.

200pm

Figura 38. Gll 45 D - (A) Grande deposicdo de matriz ostedide colagénica, na regido da borda dssea e (B) por
entre as fibras do biomaterial. PV; parafina. Barra 200pm.

Figura 39. Gll 45 D —,;b(A) Mineralizacdo da interface de tecido conjuntivo observado entre a borda dssea e o
biomaterial. PV; parafina. Barra 200pm. (B) Detalhe da figura “A” com destaque para a deposicdo de matriz
osteoide colagénica. PV; parafina. Barra 50pm.
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Figura 40. Gll 45 D - (A) Nucleo de mineralizagéo circundado por osteoblastos e mais distante por tecido
conjuntivo. No-centro do nucleo de mineralizagdo nota-se a presenca de osteécitos. TG; resina. Barra 25um. (B)
Tecido conjuntivo entre o biomaterial e a borda 6ssea. Nota-se uma célula gigante multinucleada sobre o nucleo de
mineralizag¢éo. TG; resina. Barra 50pum.

A e I u‘b s 50pm 3 N T -~

(A) Nucleo de mineralizagdo com ostedcitos, formado entre as fibras do biomaterial; vaso
sangiiineo no'tecido conjuntivo. TG; resina. Barra 50pum. (B) Fibras do biomaterial associadas as células fusiformes
e ao tecido conjuntivo neoformado de permeio as suas fibras. TG; resina. Barra 25um.

25pm

Figura 42. Gll 45 D - (A) Células inflamatérias entre as fibras do biomaterial, acompahhadas por algumas células
fusiformes. TG; resina. Barra 25pm. (B) Area de inflamagdo; macréfagos 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 6ssea com regeneracdo discreta na regido supradural; biomaterial
implantado sem interface entre este e a margem. HE; resina. Barra 200um. (B) Mineralizacdo na area central do
defeito integrando-se ao biomaterial . HE; resina. Barra 100pm.

- (A) Observa-se na regido central do defelto formac;éo de medula éssea (MO) incipiente,
circundada por areas mineralizadas. HE; parafina. Barra 100pum. (B) Neoformagdo 6ssea entre a borda e o
biomaterial, integrando o biomaterial 8 margem do defeito. HE; parafina. Barra 50pm.

Figura 45 GIIA45 " (A) Deposn;ao abundante de tecsdo ésseo ja com caracterlstlcas de maturac;éo com
formagdo de medula 6ssea incipiente, na area central do defeito. HE; parafina. Barra 50um. (B) Detalhe em maior
aumento da imagem anterior, evidenciando a medula, os ostedcitos e as linhas de reversdo. HE; parafina. Barra
25um.



Flgura“. Gll 45D - (A Nucleos de mineralizacdo na area central do biomaterial, com deposicdo de grande
quantidade de colageno, ocupando quase toda sua espessura. PV; parafina. Barra 100pm. (B) Formacéo de tecido
conjuntivo, na area central do defeito, por entre dois nicleos de mineralizacdo, mimetizando a sutura sagital;
presehi;a de ostedcitos e linhas de reversédo. HE; parafina. Barra 25pum.

Figura 47. Gll 45 D - (A) Organizagéo do tecido 6sseo neoformado em camadas, com linhas de reverséo,
ostedcitos e canal vascular (CV). HE; parafina. Barra 25um. (B) Expresséo de fator VIIl no endotélio vascular e
secretado para o intersticio. Parafina; 40x.

Figura 48. Gl 45 D' (A) Expressdo de TGF- em macrofagos circunvizinhos ao nucleo de mineralizagéo.

Parafina; 40x. (B) Ativagdo macrofégica evidenciada pelo ED-1. Parafina; 40x.
” ;_. .
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Figur;i 49. Glll 45 D - (A) Tecido
100um. (B) Biomaterial (em amarelo), bastante fragmentado com formagéo de tecido conjuntivo circundando seus
fragmentos. PV; resina. Barra 50um.
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Figura 50. GIV 45 D - (A) Regeneracéo limitada e restrita & borda com formag&o de tecido conjuntivo fibroso
bastante delgado na area remanescente. HE; resina. Barra 100pm. (B) Evidenciagdo com picrossirius-vermelho do
tecido conjuntivo delgado observado na fotomicrografia da figura “A”". PV, resina. Barra 200um.
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90 dias

G| -MCAGA

A inflamacgao croénica granulomatosa mostrou-se moderada em toda
extensdo do biomaterial, com grande quantidade de linfécitos e macréfagos.
Estes ultimos foram vistos com abundante quantidade de pigmentos
citoplasmaticos de coloragdo castanho-amarronzado, sugestivo de
hemossiderina. O edema observado de permeio as fibras do biomaterial, no
ponto biolégico anterior, mostrou-se reduzido. O biomaterial apresentou
fragmentacao avancada.

A neomineralizagdo iniciada nas bordas 6sseas foi observada ativa
em direcdo centripeta por entre as fibras do biomaterial (Figura 51), com
aspecto reticular, envolvendo aproximadamente dois tergos da espessura total
da matriz. Essa mineralizagdo mostrou-se com confluéncia quase completa
entre as bordas do defeito, exceto na area central, na regido da sutura sagital.

Adicionalmente, em areas focais, em especial no centro do defeito,
notou-se areas de mineralizagdo entre as fibras do biomaterial na regido
préxima ao retalho tegumentar, com células semelhantes a osteoblastos ativos.
Nas areas onde nado houve neomineralizagdo, evidenciou-se proliferagdo de
fibroblastos e deposi¢do de matriz colagénica, dissociando as fibras colagenas
do biomaterial (Figura 52 B). Evidenciou-se ainda, a presenga de capilares em

toda a area seccional do defeito.
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G Il -MCA

A reagdo crbnica granulomatosa, circunjacente as fibras do
biomaterial, mostrou-se escassa evidenciando sua regressao e foi observada
principalmente na porgao superior da matriz, voltada para o retalho tegumentar.
As fibras colagénicas, apresentaram aspecto residual.

As bordas 6sseas apresentaram atividade regenerativa estavel. A
neomimeralizagdo na regido do defeito se faz praticamente em toda sua
extenséo e em dois tergcos da espessura do biomaterial, muitas vezes em forma
de grandes nlcleos, que se conectavam entre si (Figura 53). Circunvizinho a
estes, evidenciaram-se células semelhantes a osteoblastos (Figura 55). Nas
areas de neomineralizacdo mais espessa foram vistos canais de
vascularizagdo e formagéao de medula 6ssea incipiente. No intersticio entre os

nucleos de mineralizagao foi notada abundante vascularizagao (Figura 56).

GIV — Controle

Neste periodo, notou-se auséncia de células inflamatérias e
quantidade moderada de vasos sangiiineos, mais acentuada nas proximidades
das bordas 6sseas. Os fibroblastos permaneceram organizados paralelamente
entre si associados ao tecido conjuntivo fibroso de aspecto denso, em toda a
area seccional do defeito (Figura 58 B). A regeneragdo 6ssea foi evidenciada,
escassa e apenas restrita as margens osseas, de forma semelhante aos

pontos biolégicos anteriores (Figura 58 A).
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aumento da fotomicrografia observada em “A”. Nota-se, na periferia do material, ntcleos de mineralizagdo com
maior deposicdo de colageno. PV; resina. Barra 50pum.

Figura 52. Gl 90 D - (A) Biomaterial pouco fragmentado na regido central do defeito, na porgéo superior préoxima
aoretalho. TG; resina. Barra 25um. (B) Biomaterial integro, com células fusiformes aderidas a sua estrutura; tecido
conjuntivo neoformado de permeio as fibras do biomaterial. TG; resina. Barra 25um.
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Figura 53. Gll 90 D - (A) Mineralizagdo em quase toda a espessura do biomaterial.: HE; resina. Barra 200um.(B)
Niicleo de mineralizagdo presente no biomaterial integrando-se com o 0sso novo presente na borda éssea. HE;
parafina. Barra 200pm.

200pm

Figura 54. Gl 90 D - (A) Nucleos de mineralizagdo, com maior densidade de colageno, presentes em toda a
extens&o e espessura do biomaterial. PV; resina. Barra 200pm.(B) Nota-se a invaginagéo do tecido conjuntivo na
regido central do defeito, de forma semelhante aquela encontrada na sutura sagital. PV; resina. Barra 100um.

Figura 55. GIl 90 D - (A) Areas de confluéncia do tecido neomineralizado com osteoblasto na sua superficie. TG;
resina. Barra 50um.(B) Osteoblastos circunjacente ao nucleo de mineralizagédo. TG; resina. Barra 25pum.
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Figuraj& GII 90 D (A) Neoformagéo tecodual dssea na regido de interface entre a borda éssea e o biomaterial.
Nota-se linhas de revers&o tanto no osso ja organizado quanto na area imatura. HE; parafina. Barra 50um. (B)
Neoformaqao vascular de permeio as fibras do biomaterial e aos nicleos de mineralizagdo. HE; parafina. Barra
25pum:

Figura 57. GII 90 D - (A) Escassa marcagdo positiva para TGF-§ em macrofagos ativados. Parafina; 40x. (B)
ldentiﬂeagao de fator VIl em uma érea circunvizinha a um ndcleo de mineralizagéo, evidenciando a estreita
correlaf;ao entre a anglogénese e a neoformacéo 6ssea. Parafina; 40x.

*.:'
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Figura 58. GIV 90 D - (A) Regeneracdo 6ssea limitada e estavel na borda 6ssea do defeito. HE; resina. Barra
200pm.(B) Formagéo de tecido conjuntivo fibroso mais adensado e delgado, na area remanescente do defeito. PV;
resina. Barra 200pm.
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120 dias

G| -MCAGA

O infiltrado inflamatério mononuclear foi visto difuso e muito discreto,
em especial nas areas periféricas do biomaterial onde a inflamagéo
granulomatosa mostrou-se mais evidente (Figura 61 A). Na regidao abaixo do
retalho tegumentar, observaram-se muitos macréfagos com acumulos
citoplasmaticos, de cor marrom-acastanhado, indicativo de hemossiderina
(Figura 64 A).

Na interface entre as margens do defeito e a matriz tridimensional,
as vezes, foi notada a presenca de tecido conjuntivo fibroso com proliferagao
de células fusiformes, acompanhado de abundante quantidade de capilares
sangliineos (Figura 63 A). Este tecido conjuntivo dissociou as fibras do
biomaterial, quando visto de permeio a sua estrutura.

A neomineralizagdo foi observada em toda extensdo e espessura do
biomaterial, com aspecto ainda reticular, mostrando integragéo das fibras do
biomaterial com a deposigdo mineral (Figuras 59 e 62). Este ultimo achado foi
mais conspicuo na regido supradural (Figura 60 A). Foi observado, no tecido
mineralizado, areas mais basofilicas nas regiées mais espessas, com formagéo

medular.
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G Il - MCA

O infiltrado inflamatério mononuclear observado foi muito discreto e
apenas nas regides préximas ao retalho tegumentar, onde as fibras residuais
do biomaterial foram encontradas bastante fragmentadas. As bordas 6sseas
regenerativas foram observadas estabilizadas, ou seja, sem regeneragéo.

A neomineralizagdo foi evidenciada ocupando toda a extensédo do
defeito e quatro quintos da espessura do biomaterial (Figura 65). Este tecido
neomineralizado é difuso, com canais, vasos sangliineos, medula éssea
incipiente e formagdo de lamelas, as vezes, organizadas e outras, ainda,
desorganizadas (Figura 68). O tecido conjuntivo presente entre o biomaterial e
a borda déssea mostrou-se mineralizado, integrando a matriz colagénica ao

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

G lil-MCN

A inflamacao observada nos pontos biolégicos anteriores mostrou-se
bem diminuida. O biomaterial apresentou-se fragmentado, de aspecto residual,
circundado por fibrose pouco espessa, com moderada quantidade de células
fusiformes (Figura 75). As bordas Osseas se apresentaram estaveis, sem
neoformagdo 6ssea. Nao foi observado areas de mineralizagdo associadas ao

biomaterial.
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GIV — CONTROLE

A neoformagdo oOssea permaneceu restrita as bordas 6sseas do
defeito e a area remanescente foi observada preenchida por tecido conjuntivo
de aspecto denso, com reducdo da espessura da area reparadora, permeado
por fibroblastos alinhados paralelamente entre si. Notou-se discretos vasos
sanglineos. Nao foi observado nicleos de mineralizagdo na area central do

defeito (Figura 76). Nesta, os vasos sangliineos mostraram-se muito discretos.
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Figura 59. Gl 120 D - (A) Biomaterial integrando-se ao osso novo formado na borda éssegf 'HE; parafina. Barra
100pm. (B) Mineralizagdo em toda a extensdo do biomaterial, ocupando quase toda a sua espessura. HE; resina.
Barra 200pm.

Tooum A ' : % @ % M\E\;
Figura 60. Gl 120 D - (A) Grande area de mineralizacdo centripeta, na regido central do defeito. HE; parafina.

Barra 100pum. (B) Observa-se o tecido conjuntivo neoformado de permeio as fibras do biomaterial; biomaterial
pouco fragmentado na sua por¢do superior. HE; parafina. Barra 50pm.

Figura 61. Gl 120 D - (A) Biomaterial fragmentado na area de inflamagéo crénica granulomatosa; presenca de
células gigantes, algumas fagocitando as fibras do biomaterial. HE; parafina. Barra 25um. (B) Presenca de vasos e
capilares sangiiineos (CS) associados ao tecido conjuntivo neoformado e as fibras do biomaterial que se
encontram fragmentadas. HE; parafina. Barra 25um.
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Figura 52 Gl 120 D - (A) Forrnagéo de tecido ésseo de permeio as ﬁbras da matriz colagénica érea mais
basoﬂlica caracteristica de menor deposicdo mineral. HE; parafina. Barra 25um. (B) Osso novo integrando as fibras
do biomaterial & estrutura mineralizada; células inflamatérias associadas ao biomaterial fragmentado. HE; parafina.
Barra 25pm.

Figura ‘53. Gl 120 D - (A) Mineralizagdo na mterface entre o biomatenal e a borda 6ssea. HE; parafina. Barra
50um. (B) Organizaqéo do tecido dsseo neoformado em camadas, ao redor de um canal vascular. HE; parafina.
Barra ZSpm

Figura 6 ﬂ ,G1120 D - (A) Mécrdfégos contendo pigmento castanho-amarronzado; osteoblastos ao redor do ntcleo
de mmeralizag:éo TG; resina. Barra 25um.
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;';1.:,"\,Figura 65. GIl 120 D - (A) Extensa area de mineralizagédo confluente, envolvendo quase toda a espessura da
-+ . matriz. HE; parafina. Barra 200um. (B) Forméo 6ssea na interface entre o biomaterial-e a borda. HE; parafina.
.-Barra 100pm. =

=

¥ _Figura 66. Gll 120 D - (A) Biomaterial sendo integrado ao osso novo formado entre este e a borda 6ssea; a area
- . mais basofilica indica menor deposi¢cdo mineral. HE; parafina. Barra 50pm. (B) Detalhe, em maior aumento, da

- fotomicrografia “A”, mostrando o 0sso novo organizado em camadas; o nucleo de mineralizacdo. HE; parafina.
- Barra 50pm.

S ﬂqura67 Gll 120 D - (A) Grande area de mineralizagdo na regido central do defeito. HE; parafina. Barra 50pum.
B) Detalhe, em maior aumento, da fotomicrografia “A”. Nota-se o aspecto residual do biomaterial circundado por
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Figura 68. Gll 120 D - (A) Nota-se a organizagéo do tecido 6sseo em lamela (LA), ao redor de um canal vascular;
osteoplasto (OS). HE; parafina. Barra 50um. (B) Fibra do material integrada ao osso novo. HE; parafina. Barra
25pum.

: 20pm o . AR

+ Figura 69. GIl 120 D - (A) Extensa mineralizacdo no interior do biomaterial, na regido central do defeito, em quase
« toda a sua espessura. HE; parafina. Barra 200um. (B) Detalhe em maior aumento da fotomicrografia da figura “A”,
- .com areas de mineralizagéo confluentes e fragmentos residuais do biomaterial, na porgéo voltada para o retalho.
+ HE; parafina. Barra 100um.

prura 70;iGlI 120 D - (A) Interface de tecido conjuntivo formado entre os nucleos de mineralizagdo evidenciados
na regido central do defeito. TG; resina. Barra 50um. (B) Detalhe da fotomicrografia anterior. Nota-se os
osteoblastos na superficie dos nucleos de mineralizagéo confluentes. TG; resina. Barra 25um.
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Figura 71. Gl 120 D - (A) Area de preenchimento do defeito pelo biomaterial, da interface entre este e a borda
6ssea, com grande deposicdo colagénica, de intensidade varidvel, com maior intensidade nas regides em
maturacdo 6ssea. PV; parafina. 200um. (B) Detalhe, em maior aumento, da fotomicrografia “A” destacando as
diferentes regides de maturacdo. PV; parafina. Barra 100um.

Figura 72. Gll 120 D - (A) Invaginacao de tecido conjuntivo, na area central do defeito, por entre os ntcleos de
mineralizacdo, de forma semelhante aquela da sutura sagital. PV; resina. Barra 200um. (B) Mineralizagdo na
interface observada entre a matriz e a borda dssea. PV; parafina. Barra 50pm.

.‘_‘"‘ ‘. L ,“' A\ ..'_ 28 y L ®
.o :ﬁ I Ris II i 4 i Soym \ j 4 25um
Figura 73. Gll 120 D - (A) Fragmentacgdo da fibras colagénicas na porcéao superior do biomaterial; area mais clara
evidencia a organizagdo da matriz colagénica ostedide. PV; parafina. Barra 50um. (B) Grande &rea de

mineralizacdo na regido central do biomaterial; nota-se diferentes intensidades de deposicdo de matriz osteéide;
area mais clara evidencia a maturagdo do osso novo. PV; parafina. Barra 25um.



119

Figcéia 74. Gll 120 D - (A)‘ ldentiﬁcégéa imunoistoquimica de macréfagos ativados (ED-1). parafina; 40x. (B)
Identificagdo dos vasos sangiiineos formados, no interior da matriz colagénica, por actina alfa de musculo liso.
Parafina; 40x. :




120

100um
Figura 75. Glll 120 D - (A) Nota-se encapsulamento do biomaterial por tecido conjuntivo fibroso que se estende da
borda éssea até o biomaterial. PV; resina. Barra 200pm. (B) Nota-se auséncia de nucleos de mineralizagédo no

interior do biomaterial e o tecido conjuntivo circundando tanto a matriz como seus fragmentos. HE; parafina. Barra
100pm. "
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200um

w '
N

Fiduii?ﬁ. GIV 120 D- (A) Tebido conjuntivo de aspecto mais denso e organizado, na regido central do defeito.
HE; Parafina. Barra 100pm. (B). Intersticio preenchido por tecido conjuntivo denso e delgado, sem dareas de
mineralizagdo. HE; Parafina. Barra 200pum.
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5.2. ANALISE MORFOMETRICA

A extensdao linear dos defeitos nao apresentou diferengas
estatisticamente significantes entre as médias, em nenhum dos grupos, ao
longo do periodo experimental, nem mesmo entre estes, em todos os pontos

biolégicos observados, como mostra a tabela 4.

Tabela 4. Extensao linear do defeito.

oo | 15dias | 45dias | 90dias | 120 dias | Regressio linear
Gl 67402 | 62+1,7 | 70£20 | 6,8+0,3 | p=0,52NS
Gll 8404 | 8005 |78+04 |65+07| p=009NS
GIV 75+05 | 70£06 | 72+15 | 76+05 | p=080NS
ANOVA Gl x Gl x GIV p =0,07 NS
Gl x Gl p > 0,05 NS
Newman-Keulis Gl x GIV p > 0,05 NS
Gll x GIV p > 0,05 NS

A mensuragdo do percentual de tecido neomineralizado (area
seccional neoformada mineralizada) nos grupos | e Il, mostrou aumento
estatisticamente significante ao longo dos tempos, confirmada pela regressao
linear (Gl — p =0,02 S e Gll - p =0,02 S). No geral, houve uma diferenca
significante entre os grupos |, Il 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 diferengcas estatisticamente
significantes. Contudo, quando as médias referentes ao Gll sdo comparadas
com GIV, percebe-se que os valores sdo muito significantes, especialmente

aos 90 e 120 dias (Newman-Keulis — p < 0,001 MS).

No grupo IV, a regresséo linear (p= 0,08 NS) nos mostrou nao ter
havido diferengcas estatisticamente significantes no percentual de tecido
neomineralizado na area seccional do defeito ao longo do periodo
experimental. Neste grupo, o tecido neomineralizado ndo se modificou de

forma expressiva ao longo do tempo.

Tabela 5. Percentual de preenchimento do defeito por tecido neomineralizado,
area seccional neomineralizada em relagéo a area seccional total do defeito.

Grops —® | 15dias | 45dias | 90dias | 120dias |Regressao linear

Gl 23,0+ 12% | 40,0 + 16% | 49,4 + 18% | 66,0£23% | p=0,02S
Gl | 49,0+20% | 66,0 +20% | 83,0+ 10% | 87,0£2% | p=0,028
GIV 11,7£9% |21,0£18% | 23,8+ 17% | 254+ 13% | p=0,08NS
ANOVA Gl x Gl x GIV p=003S
Gl x Gl p<0,05S
Newman-Keulis Gl x GIV p<0058

Gll x GIV p<0,001 MS

A mensuragdo dos capilares formados de permeio as fibras dos
biomateriais evidenciou formagdo vascular crescente ao longo do tempo,
apesar da analise da regressao linear nao ter sido significante em nenhum dos
grupos. A comparagao entre as médias do Gl com aquelas do Gll, pelo teste

ndo paramétrico de Mann-Whitney, também nao nos mostrou diferengas
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estatisticamente significantes (p = 0,11 NS), nem mesmo aos 90 dias quando o

Gl exibiu um aumento acentuado na formagao vascular.

Tabela 6. Numero de capilares sangiiineos na area de 10°um?, escolhida
aleatoriamente do defeito. Para esta avaliagdo foram considerados apenas os
capilares cortados transversalmente, cuja relagdo entre o didametro horizontal e
vertical ndo ultrapassasse 20%.

Gmpoer'°d° 15 dias 45 dias 90 dias 120 dias | Regresséo linear
Gl 66 + 52 60 £ 19 105+ 24 8217 p=0,20 NS
Gll 80 + 28 109 + 24 178 + 41 163 £ 49 p=0,19 NS
Mann-Whitney Gl x GlI p=0,11 NS
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Figura 77. Mensuragdo da extensdo linear do defeito. Nota-se que ndo houve
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos em nenhum ponto biolégico (ANOVA

— p=0,07 NS).
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Figura 78. Andlise do percentual de tecido neomineralizado na area seccional
total do defeito. As colunas graficas evidenciam diferencgas estatisticamente significantes entre
os grupos (ANOVA - p = 0,03 S). A comparagéo dos grupos ao longo do periodo experimental
apontou, por meio do teste de regressao linear, diferengas estatisticamente significantes para o
Gl (p = 0,02 S) e 0 Gl (p = 0,02 S), e ndo significantes para o Glll (p = 0,08 NS). O confronto
entre os grupos Gl e Gll, assim como entre estes e o GIV, mostrou diferengas estatisticamente
significantes.
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Figura 79. Determinagdo do numero de capilares formados em associagdo aos
biomateriais nos grupos | e Il. A angiogénese mostrou-se crescente ao longo dos tempos, até o
ponto biolégico de 90 dias. A partir deste ponto, evidenciou-se o decréscimo deste fenédmeno
~biolégico. O teste de regressdo linear, mostrou nédo ter havido diferengas estatisticamente
significantes ao longo dos periodos. A comparagéo entre as médias do Gl e do GlI, por meio do
teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, nao revelou diferengas estatisticamente significantes
entre estes (p= 0,11 NS), nem mesmo aos 90 dias, quando o Gl exibiu um aumento acentuado
na formagéo vascular.
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6 DISCUSSAO

A bioengenharia tecidual 6ssea tem buscado aprimorar e desenvolver
técnicas e materiais apropriados a regeneracgéo tecidual, para que sejam aplicados
em situagbes clinicas onde ha auséncia ou perda de matriz 6ssea extensa,
condicbes que reStringem a reconstrugéo tecidual espontanea, tendo em vista as
limitacbes 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 colageno, polimero de
vasta aplicabilidade na area biomédica.

Logo que estas novas técnicas e biomateriais sdo produzidos ou
aprimorados, faz-se necessario realizar estudos experimentais que avaliem suas
interagdes celulares e teciduais, assim como seu potencial osteogénico quando da
implantagdo in vivo. Fundamentados nos conceitos biolégicos da regeneragao
tecidual 6ssea, nestes estudos, os modelos experimentais empregados devem
mimetizar aquelas condicdes em que este mecanismo ocorre de forma limitada.
Diante disso, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o potencial osteogénico de dois
biomateriais colagénicos anibnicos hidrolisados, reticulados ou ndao em GA, no

formato de matrizes tridimensionais, inseridos em defeito dsseo critico (8,5mm),
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criado em calvaria de rato. No grupo controle positivo, foi implantado matriz de
colageno bovino tipo |, acelularizada, sem hidrolise e reticulagdo em GA, e no grupo
controle negativo, ndao houve implantacdo de biomaterial, o defeito 6sseo
permaneceu preenchido apenas por coagulo sangiineo.

Para ter acesso ao tecido d6sseo, optamos por utilizar uma incisdo
cutanea, bicoronal e semilunar, distando 2cm do local padronizado para a confecgéo
dos defeitos. Esta localizagdo da incisdo e posterior reposicionamento do retalho
cutaneo, mantido estavel por sutura interrompida, teve por objetivo néo interferir com
o reparo do defeito 6sseo (MENDONCA, 2005).

Nos defeitos critiéos, quando nao ha implementagdo de técnicas
regenerativas, a regeneracdo é6ssea € minima e limitada as bordas e a area
remanescente repara-se por fibrose. Nossos achados histologicos estdao em
consonadncia 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), Mendonga (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 dimensdes sao criticas a regeneracdo
espontanea (SCHMITZ e HOLLINGER, 1986), e ideais para avaliar o potencial
osteogénico dos novos biomateriais € métodos terapéuticos regenerativos.

A analise histomorfologica realizada no nosso estudo possibilitou-nos
ratificar que a morfologia e dimensdo dos defeitos criticos utilizados em nosso

trabalho sdo criticas a regeneracdo espontanea, uma vez que os resultados obtidos
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para o grupo controle negativo demonstraram apenas neoformagao 6ssea reparativa
restrita as bordas do defeito, com formacao de tecido conjuntivo fibroso na area
remanescente, mesmo aos 120 dias. Nestes defeitos, a liberacao de fatores de
crescimento pelas células presentes nas bordas dsseas estimula a atividade mitética
das células Osseas presentes nas bordas e a diferenciacdo das ceélulas
mesenquimais em células da linhagem osteoblastica, as quais sintetizam matriz
ostedide com subseqiiente mineralizagdo (ADAM, 1999). Contudo, devido ao aporte
sanguineo reduzido na area central dos defeitos e a auséncia de um suporte
estrutural apropriado para os eventos celulares essenciais a regeneragéo, este
ultimo mecanismo mantém-se limitado e restrito as bordas 6sseas.

Atribui-se a formagao do tecido conjuntivo fibroso a intensa migragéao
centripeta de fibroblastos adjacentes aos defeitos para o interior destes (GOSAIN e
outros, 2003); a diferenciagdo de células mesenquimais, originadas da medula
ossea e do peridsteo situado proximo a area lesionada, e até mesmo do tecido
conjuntivo circunjacente (FERGUSON e outros, 1999), induzidas pelos fatores de
crescimento encontrados no local do reparo. Estas células fibroblasticas sao
predominantemente encontradas em tecidos conjuntivos formados a partir da
cascata de eventos que culmina com o reparo tecidual por cicatrizagdo (PAN,;
JIANG; CHEN, 2006).

A implantacao de biomateriais nos sitios cirtirgicos € sempre seguida de
uma reacdo inflamatéria (ROSA e outros, 2003), pois sabe-se que as rupturas
vasculares conseqlentes de lesbes teciduais promovem a liberagao de citocinas e
mediadores quimicos que iniciam uma resposta inflamatéria em paralelo a formacgéao
do coagulo sangliineo (CARANO e FILVAROFF, 2003; HING, 2004; ANDERSON;

RODRIGUEZ; CHANG, 2008).
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O contato inicial do sangue extravasado, durante a remog¢ao do fragmento
6sseo, com a superficie dos biomateriais implantados forma uma matriz provisoéria,
que viabiliza a interacdo das células envolvidas no reparo com as proteinas
plasmaticas na superficie do material (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008).
Desta forma, esta matriz oferece um suporte estrutural e bioquimico para o reparo
tecidual, uma vez que funciona como substrato apropriado para a adesdo, a
migracdo (ANDERSON, 2000) e a diferenciagédo celulares (ANSELME, 2000). Sua
formacao depende das caracteristicas fisico-quimicas do biomaterial implantado
(ANDERSON, 2000), as quais interferem diretamente com a qualidade do novo
tecido formado (LIU e MA, 2004).

Logo apds a formagao desta matriz proviséria, inicia-se a resposta
inflamatéria aguda (REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987), de resolugao
rapida, geralmente antes de completar uma semana, a depender da extens&o da
lesdo, do sitio de implantacdo (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008) e da
qualidade dessa matriz proviséria formada na superficie do biomaterial. No nosso
estudo, esta resposta mostrou-se ainda persistente, concomitantemente a
inflamacgao cronica, aos 15 dias, apenas no GllI, vista na periferia do biomaterial,
provavelmente devido as propriedades antigénicas dos telopeptideos inerentes a
estrutura da proteina do colageno nao tratado (LEVY e outros, 1986; KHOR, 1997;
CHEVALLAY e HERBAGE, 2000; WAHL e CZERNUSZKA, 2006). Esta resposta
acarretou em taxas de fragmentacdo e biodegradacdo acentuadas das fibras
colagénicas da matriz implantada nesse grupo, especialmente quando comparado
com os grupos | e ll.

Nos outros grupos estudados (Gl, Gll e GIV), a resposta inflamatéria

aguda nao foi observada aos 15 dias. Para este ponto biologico foram identificadas
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células mononucleares, macréfagos e linfécitos, caracteristicas da inflamacao
cronica, de forma semelhante nos trés grupos. Nao obstante, a inflamacgao cronica
observada nos grupos | e 1l foi do tipo crénica granulomatosa. Estes achados séao
correlacionados a presencga de biomateriais quando implantados nos sitios cirdrgicos
(ANDERSON, 2000; TSAI e outros, 2005; ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG,
2008).

A intensidade e duragdao dessa resposta inflamatéria evidenciam a
biocompatibilidade dos biomateriais (ANDERSON, 2000), consequentemente
norteiam a aplicagdo clinica destes, ainda que o desenvolvimento de uma
inflamacdo cronica granulomatosa com células gigantes tipo corpo estranho,
circunjacente aos mesmos, seja considerada uma resposta inerente ao mecanismo
de cicatrizacdo quando da sua implantagdo in vivo (ANDERSON, 2000; TSAl e
outros, 2005; ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008). Nos estudos realizados
por pesquisadores do nosso grupo, este tipo de resposta inflamatéria tem sido
frequentemente observada (BARRETO, 2006; CARDOSO e outros, 2006; MIGUEL e
outros, 2006; BARRETO, 2008; CARVALHO, 2008), inclusive nos resultados desta
pesquisa. Nossos achados histologicos estdo 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), Mendonga (2005),
Amaral (2006), que também avaliaram o comportamento histolégico de diferentes
biomateriais quando implantados in vivo.

A participagdo dos macrofagos no sitio de implantacdo durante a
inflamacao crénica em associacdo aos biomateriais € de relevancia impar, visto que
estas células secretam amplo repertorio de substancias 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
fibroblastico (FGF) e fator de crescimento tecidual beta (TGF-), que direcionam a
inflamacdo e o reparo tecidual em resposta ao biomaterial (ANDERSON,;
RODRIGUEZ; CHANG, 2008). Para tanto, incitam a proliferagdo, migragao e
diferenciacédo de diferentes tipos celulares e, por fim, a regeneracéo ou formagao de
um tecido conjuntivo cicatricial e sua remodelagdo (ANDERSON, 2000). Diante da
importancia destes fatores sollveis na regeneragao tecidual, nosso trabalho também
investigou, por métodos imunoistoquimicos indiretos, a presenga do TGF-f e do
fator VII durante o reparo dos defeitos. Nossos resultados mostraram-se positivos
para a secrecao destes fatores apenas nos periodos iniciais de 15 dias. Entretanto,
houve marcacgao celular positiva para macréfagos ativados (TGF-3 e ED-1) durante
todo estudo.

Tais achados imunoistoquimicos ilustram as evidéncias histomorfologicas
relativas a inflamacgao, a neoformacdo vascular e a regeneragao 6ssea. No nosso
estudo, este ultimo evento foi observado apenas no Gl e Gll, provavelmente devido
aos fatores soluveis supracitados associados aos parametros microestruturais
atribuidos as matrizes de colageno em fungé@o da hidrolise e reticulagcao em GA,
sugerindo ter havido uma adequada interacdao célula-biomaterial. O tratamento
quimico de hidrélise, além de ter melhorado os parametros microestruturais
inerentes ao colageno do pericardio bovino, aumentou a adesao celular em uma vez
e meia (BET e outros, 2003).

A presenca das cargas anibnicas resultantes deste tratamento quimico,
antes da sintese de nova MEC no interior das matrizes, presumidamente possibilitou
a insercao de fatores de crescimento diversos (ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002;

ROCHA e outros, 2004), especialmente aqueles secretados pelas células
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inflamatérias. Estes fatores estdo correlacionados com o estabelecimento da
linhagem osteoblastica. O novo padrao de interagao eletrostatica observado apos a
hidrélise seletiva modifica a barreira hidrofobica presente na regido gap/overlap
(BET e outros, 2003) e, conseqiientemente, favorece a deposigédo de ions calcio por
entre as fibrilas de tropocolageno (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003). A
sobreposi¢cao desses fendbmenos biomiméticos culminou com a regeneragdo dos
defeitos, tanto nos animais do grupo | quanto do grupo Ii.

A analise histomorfométrica evidenciou diferencas estatisticamente
significantes no percentual de tecido neomineralizado entre os grupos | e Il. Neste
ultimo, a reacao inflamatéria crénica mostrou-se, no geral, menos intensa e,
provavelmente, favoreceu a maior neoformagcdo de tecido mineralizado,
estatisticamente significante, de permeio as fibras das matrizes. No grupo Gl, a
citotoxicidade do GA, desencadeada pela liberagdo dos aldeidos livres ou
adsorvidos a superficie das matrizes durante a sua reticulagcdo, desencadeou uma
resposta inflamatoria mais conspicua e menor migragao celular centripeta (SPEER e
outros, 1980), consequentemente, menor mineralizagdo. Esta menor migragéo
celular foi semelhante aquela observada por Petite e outros (1995), quando também
avaliaram matrizes de pericardio bovino reticuladas em GA (0,05%).

Os nuacleos de mineralizagao, vistos de permeio as fibras do biomaterial
do Gl e Gli, formaram-se, iniciaimente, a partir da regido proxima a dura-méater e se
estenderam em diregdo a por¢ao superior das matrizes. Isto se justifica devido a
liberacao de fatores de crescimento pelas células da dura-mater e pela presenca de
células mesenquimais e da linhagem osteoblastica presentes nesta membrana
conjuntiva, que, quando devidamente estimuladas, diferenciam-se em osteoblastos

ativos que secretam matriz ostedide (GOSAIN e outros, 2003). De acordo com o
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exposto, fica evidente que a regeneragéo destes defeitos ocorre a partir da indugdo
a proliferacdo e diferenciacdo de células presentes na dura-mater (WANG e
GLIMCHER, 1999). Contudo, a continuidade dos mecanismos regenerativos, nestes
defeitos, requer um arcabougo tridimensional apropriado aos eventos celulares,
inclusive a formacgao vascular no interior de sua estrutura.

Contrariamente as observacdes dos grupos supracitados, nos Glil e GIV,
nao foi vista regeneracado ossea além da neoformacgao reparadora localizada nas
bordas 6sseas. No Glli, por certo ndo houve a regeneracao 6ssea em razao dos
pardmetros microestruturais, os quais favoreceram uma intensa resposta
inflamatéria e uma taxa de degradagdo elevada, ndo compativel com a
neomineralizagdo. Estes achados sdo similares aqueles encontrados por Wang e
outros (2006), Intini e outros (2007) e Xu e outros (2007), quando estudaram defeitos
criticos preenchidos com gel de colageno tipo I, os quais apresentaram degradagao
similar aquela observada no grupo Glil. Esta resposta é esperada para biomateriais
colagénicos ndo modificados quimicamente, em virtude da susceptibilidade do
colageno a a¢ao das enzimas, especialmente, das colagenases (CHEN; HO; SHEU,
2005).

De acordo com os eventos biolégicos da regeneragdo Ossea e 0s
principios da bioengenharia tecidual ¢ssea, as matrizes implantadas nestes sitios
devem apresentar biodegradacéo controlada, compativel com neoformacéo tecidual
(LIU e MA, 2004; CAPES; ANDO; CAMERON, 2005; DONZELLI e outros, 2007) a
medida em que ha substituicdo do biomaterial ou sua integracdo ao novo tecido.
Para que os biomateriais colagénicos permanegam por longos periodos, faz-se
necessario, portanto, submeté-los a tratamentos fisicos ou quimicos (PETITE e

outros, 1995) que melhorem suas propriedades biolégicas nativas. Um agente
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amplamente utilizado na reticulagido desta proteina € o GA (PETITE e outros, 1995;
CIRELLI e outros, 1997; CHEVALLAY e HERBAGE, 2000, SCHMIDT e BAIER,
2000; ANGELE e outros, 2004), aldeido bifuncional que estabelece ligagées
cruzadas e aumenta o tempo de permanéncia do biomaterial no sitio de implantagao
(BOWES e CATER, 1965; FRIESS, 1998; CHARULATHA e RAJARAM, 2003).

No nosso estudo, optamos por utilizar este agente na concentragao de
0,05%, pois esta melhora as propriedades mecanicas do colageno, ao mesmo
tempo em que oferece biocompatibilidade ao biomateriais (CIRELLI e outros, 1997).
As matrizes reticuladas com agente, implantadas no Gl, apresentaram
biodegradacao compativel com a neoformacao tecidual 6ssea, indicando substancial
melhora nas suas propriedades fisico-quimicas. Todavia, as matrizes do grupo GlI
que nado foram reticuladas em GA também apresentaram tempo de permanéncia
semelhante. Diante disto, pode-se concluir que a hidrélise seletiva dos residuos de
Asp e GIn, além de adicionar cargas elétricas negativas ao colageno, com aumento
na adesdo celular (PLEPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996; LACERDA,; PEPLIS;
GOISSIS, 1998; BET; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSI,
2002), e criar poros a estrutura densa do pericardio bovino (ROCHA; GOISSIS;
ROSSI, 2002), pdéde também favorecer um maior tempo de permanéncia das
matrizes quando implantadas in vivo para o modelo experimental estudado.

Como ja abordado anteriormente, as caracteristicas fisico-quimicas dos
arcaboucos matriciais tridimensionais devem ser controladas com vistas a
favorecerem os eventos celulares essenciais a reconstituicdo do tecido 6sseo. A
porosidade e suas interconexdes, a topografia superficial e a biodegradag¢éo também
sao pardmetros que tém sido amplamente discutidos nos ultimos 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 didmetros entre 50 e 150um s&o
apropriadas a osteogénese, particularmente por possibilitarem a migragédo de
osteoblastos, que apresentam tamanho entre 10 a 30pm (ARONOW e outros, 1990).

As matrizes avaliadas neste estudo (Gl e Gll) apresentaram poros com
didmetro médio de 42um (ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002), e assim, possibilitou-
nos visualizar osteoblastos no interior da matriz, dispostos em arranjo paralelo a
orientacdo de suas fibrilas, fato fundamental para a neomineralizagdo observada em
todos os pontos biolégicos dos grupos | e Il. De acordo com a analise morfométrica,
percebeu-se aumento estatisticamente significante na mineralizagdo ocorrida na
area 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 area seccional do defeito, constatou-se
uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos | e Il. Isto se justifica
devido a citotoxicidade do GA, responsavel por uma menor infiltragdo celular de
permeio as fibras da matriz colagénica (SPEER e outros, 1980). As matrizes
implantadas nos grupos | e Il mostraram integrar-se ao tecido mineralizado
neoformado, de forma semelhante aquela evidenciada por Rocha, Goissis, Rossi,
(2002), Rosa e outros (2003), Rocha e outros (2004) e Miguel e outros (2006), que
estudaram matrizes colagénicas com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes,
contudo em sitios cirlrgicos diferentes, exceto Miguel e outros (2006), que os
implantaram também em defeito 6sseos criticos.

As colunas graficas relativas ao GIV apresentam percentuais de
neoformacdo tecidual mineralizada menos expressivos em relacdo aos grupos
anteriormente mencionados, ao tempo em que corrobora com as afirmagdes de

Takagi e Urist (1982), Schmitz e Hollinger (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), Mendonga (2005), Cardoso e outros (2006), Kneser e
outros (2006), Miguel e outros (2006) e Intini e outros (2007), relativas a limitada
capacidade regenerativa do tecido ésseo nestas condigoes.

E sabido que a regeneracdo dssea & uma mecanismo dependente da
neoformacao vascular. Assim, nos estudos de medicina regenerativa, a angiogénese
é um fendmeno fundamental para a finalizagdo dos mecanismos bioldgicos
regenerativos. No nosso estudo, evidenciamos a formagao vascular de permeio as
fibras das matrizes, principalmente, nos grupos | e Il. Os achados histolégicos do
grupo Il relativos a angiogénese, foram reforcados pelas marcagoes
imunoistoquimicas, as quais foram positivas para actina alfa de masculo liso e para
o fator VIIl, observada em células contrateis da parede dos vasos sangiineos. A
analise morfométrica referente a neoformagéao vascular, demonstrou que este evento
biolégico manteve-se menos intenso no Gl, quando comparado ao Gll, havendo
consisténcia entre a quantidade de vasos neoformados e o percentual de tecido
mineralizado formado neste segundo grupo. Estes achados sao coerentes com as
observacdes relativas a regeneragdo oOssea, as quais reconhecem uma intima
conexao entre formacao vascular e osteogénese (CARANO e FILVAROFF, 2003).

O formato tridimensional das matrizes em estudo, € um outro aspecto
relevante a ser analisado, uma vez que estas atuam como substrato para a células e
fatores soluveis fundamentais na regeneragao tecidual. No que tange a este
parametro, nossos resultados sugerem que o formato destas matrizes e a
manutencao da sua arquitetura (Gl e Gll) foram determinantes para a ocorréncia dos
eventos biolégicos impostos pelos mecanismos de regeneracgao tecidual 6ssea, haja

vista que este formato apresenta similaridade com a arquitetura 6ssea, no que se
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refere ao trAnsito de moléculas sinalizadoras, fatores de crescimento, células e
vasos sangliineos. Diante do exposto, foi possivel notar, no Gl e Gll, neoformagéao
vascular, migracao e diferenciagao fibroblastica e osteoblastica, além da presenca
de fatores soliveis, como TGF-p, fator VIII; evidenciados na analise
imunoistoquimica.

Ademais, as matrizes colagénicas implantadas no G! e no GlI, atuaram
como barreira fisica contra o avanc¢o de tecido conjuntivo circunjacente em diregdo
ao defeito, o que poderia comprometer substancialmente a sua regeneragdo, como
referido por Kellomaki e outros (2000) e Donzelli e outros (2007).

O promissor comportamento biomimético das matrizes colagénicas
anionicas estudadas, quanto a regeneracgao de defeitos criticos, evidenciaram o seu

potencial uso em aplicacdes clinicas futuras.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢cBes experimentais e resultados obtidos neste

estudo, pode-se concluir que:

= Os biomateriais colagénicos aniénicos avaliados neste estudo foram
biocoympativeis;

= Estas matrizes apresentaram elevado potencial osteogénico com
regeneracao dos defeitos dsseos criticos;

* As matrizes colagénicas anidnicas sem reticulagdo em glutaraldeido
(Gll) evidenciaram maior potencial osteogénico do que as matrizes
reticuladas (Gl).

= O tratamento quimico por hidrolise seletiva das matrizes colagénicas
anionicas, por si s0, possibiltou a sua degradacao controlada, sem

contribui¢ao adicional do GA.
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PROTOCOLO UTILIZADO NAS TECNICAS DE IMUNOISTOQUIMICA

Animal: rato

Cortes: em parafina;

Fixador: Formol tamponado 10% vinte e quatro horas

Descalcificador: em acido nitrico

Anticorpos: a-sma (1:100), ED-1 (1:100), FVIll. (1:100), TGF-8 (1:100).
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Material: calvaria de rato com defeito 6sseo critico e matriz colagénica implantado.

1° dia
. Fixagao dos cortes a lamina
. Desparafinizagao em xilol |
. Desparafinizagao em xilol |l
. Desparafinizagao em xilol Il
. Hidratagéo em alcool 100%
. Hidratacdo em alcool 90%
. Hidrata¢do em alcool 80%
. Hidratagdo em H,O destilada
. Hidratagdo em H,O destilada
10. Borax
11. Lavar em agua H;O (2 banhos)
12. Recuperagéao antigénica:
Tripsina 10min + Steamer 10min (Tampao citrato pH 6,0 + Tween 20 0,2%)
13. Deixe esfriar em Temperatura ambiente
14. Lavar em H,0 destilada (2 banhos)
15. Inibicao peroxidase enddgena
H>0, 3% em metanol
16. Lavar em H,0 destilada (2 banhos)
17. Bloqueio de ligagdes inespecificas
PBS-BSA 5%, Triton 0,1% e Tween 0,05 (usar parafim em camera
Umida)
18. Lavar rapidamente em PBS pH 7.4
19. Bloqueio da biotina enddgena
Avidina
20. Lavar rapidamente em PBS pH 7,4
21. Biotina
22. Lavar rapidamente em PBS pH 7 4
23. Incubagao com os anticorpos
Colocar na camera Umida e deixar overnight na geladeira

OCoO~NOODA,WN -~

40min
15min
15min
15min
05min
05min
05min
20min
20min
30min
5mi cada

10min
5min cada

20min
5min cada

1h

10min

10min

ovemnight




24.
45,
26.
27.
28.
24,
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

2° dia
Deixar em temperatura ambiente
Lavar em PBS Tween 0,25%
Incubar com anticorpo secundario Kit LSAB (rato)
Biotina
Lavar em PBS-Tween 0,25%
Streptavdina
Lavar PBS-Tween 0,25%
Revelar com DAB
Lavar PBS-Tween 0,25%
Lavar H»O destilada (2 banhos)
Contra-corar com Hematoxilina de Harris diluida 1:3
Mergulhar rapidamente em H,O acida
Lavar em corrente — retirar o excesso de Hematoxilina
Montagem
Desidratar em alcool 80%
Desidratar em alcool 90%
Desidratar em alcool 100%
Clarificar em xilol |
Clarificar em xilol |l
Clarificar xilol il
Montar em Entellan

157

30min
05min
15min
01h
05min
30min
05min
controlar
05min
05min
1min30seg.
2Xx

5min
5min
5min
15min
15min
15min
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