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Resumo

Este estudo apresentou como objetivo, examinar a biocompatibilidade de
matrizes de coldgeno anidnico, sua resposta dssea local apos implantagao
em defeitos Osseos criados cirurgicamente € a influéncia da orientagdo
das fibras coldgenas no tecido 6sseo neoformado. Foram utilizados 72
ratos (Rattus norvegicus albinus) divididos em 4 grupos experimentais de
18 animais cada: Grupo 1 (Controle), sem implante; Grupo 2, implante
medular de pericardio 12 horas; Grupo 3, implante medular de tendao 24
horas, com o maior eixo de suas fibras colagenas direcionados
paralelamente ao maior eixo da tibia e, Grupo 4, implante medular de
tendao 24 horas, com o maior eixo de suas fibras coldgenas direcionados
perpendicularmente ao maior eixo da tibia. A evolugcdo do processo de
reparo, apds a cirurgia experimental, foi avaliada microscopicamente
com 7, 15 e 30 dias pos-operatorios. Os resultados demonstraram que as
matrizes implantadas s@o biocompativeis e funcionam como uma matriz
tridimensional induzindo a formacdo de osso, maior no grupo 4. A
celularidade, inicialmente, acompanha o arranjo das fibras coladgenas,

adquirindo um arranjo multidirecional crescente, sugerindo que a dire¢ao
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e a orientacdo estdo relacionadas com a dire¢ao e a magnitude do stress

aplicado sobre 0 0sso.

Palavras-chaves: Rato; Osso; Tibia; Pericardio; Tendao.
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Abstract

The present study was aimed at examining the biocompatibility of anionic
collagen matrices, their local bone response following implantation in
surgically-created bone defects and also the influence of the collagen fiber
orientation in the neoformed bone tissue. Seventy two rats ( Rattus
norvegicus albinus ) were used in this experiment. The animals were divided
into four experimental groups: Group 1 (control), without implants; Group 2,
pericardium medullar implants, 12 hours; Group 3, medullar implants of
tendon, 24 hours, with the bigger axes of collagen fibers parallel to the
bigger axes of the tibia; and Group 4, medullar implants of tendon, 24 hours,
with the bigger axes of collagen fibers perpendicular to the bigger axes of
the tibia. After the experimental surgery, the evolution of the repair process
was microscopically evaluated in 7, 15 and 30 days post-surgery. The results
demonstrated the implanted matrices to be biocompatible and to function as
a scaffold inducing the formation of bone, mainly in Group 4. At first, the
cellularity follows the arrangement of collagen fibers, obtaining a growing
multidirectional arrangement, suggesting that the direction and the
orientation are related to the direction and to the magnitude of the stress
applied to the bone.

Keywords: Rat; Bone; Tibia; Pericardium; Tendon.
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1- INTRODUCAO

A destruicao do tecido 6sseo devido a doencas ¢ ineficiente
reparo Osseo apds injurias traumaticas podem ser tratadas através de
técnicas de engenharia de tecidos"”. Fatores de crescimento, proteinas
extracelulares, e terapia genética foram desenvolvidos, os quais, em
conjunto com carreadores adequados, podem regenerar defeitos 6sseos ou
ajudar em casos de reparacio deficiente’. O desenvolvimento da
engenharia de tecidos na reconstrucdo de tecido 6sseo imp0s a necessidade
do desenvolvimento de materiais com propriedades especiais para atender
propriedades especificas do crescimento tecidual, principalmente a
biocompatibilidade.

Os métodos biologicos tradicionais da reparagdo de defeito
0sseo incluem osso de estrutura porosa de auto-enxerto e alo-enxerto,
aplicando enxertos de crista iliaca e outras técnicas de transporte Osseo.
Embora esses sejam tratamentos padroes, falhas sdo encontradas com sua
utilizacdo. Uma vez que enxertos dsseos sdo avasculares e dependentes de
difusdo, o tamanho do defeito e a viabilidade do hospedeiro podem limitar

suas aplicagdes. Em grandes defeitos os enxertos podem ser reabsorvidos

pelo corpo antes que a osteogénese seja completa®™. No auto-enxerto ha
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dificuldades no tempo operacional, regido doadora escassa, morbidez do

doador associado a infec¢do, dor e hematoma*” ),

A regeneracdo Ossea requer quatro componentes: um sinal
morfogenético, células hospedeiras suscetiveis que irdo responder ao sinal,
um transportador desse sinal que pode entrega-lo a locais especificos que
servem como uma matriz tridimensional para o crescimento das células
hospedeiras suscetiveis ¢ um hospedeiro viavel e bem vascularizado®”.

A engenharia de tecido 6sseo ¢ o uso de uma matriz
tridimensional para induzir a formacao de osso a partir do tecido adjacente
ou para agir como um carregador ou modelo para células Osseas
)

implantadas ou outros agentes® .

Engenharia de tecidos

A perda ou a faléncia de um o6rgdo ou tecido ¢ um dos

@ O tratamento de

problemas de saide mais severos para o homem
pacientes com estes problemas consome aproximadamente metade do total
de gastos com a saude nos EUA . Os transplantes de tecidos ou orgios, a
terapia-padrao para tratamento desses pacientes, ¢ limitada severamente
pela quantidade de doadores. Outras terapias disponiveis para o tratamento

desses pacientes incluem reconstrugdo cirargica (por exemplo, coragdo),

terapias com drogas (insulina para mau funcionamento pancreatico),
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proteses sintéticas (protese vasculares) e os dispositivos biomédicos

(dialisadores renais). Apesar dessas terapias nao terem limites de
suprimento, elas ndo repdem todas as fung¢des de um tecido ou orgao

: : . 10
perdido e ocasionalmente fracassam apds um longo tempo de uso '°.

A engenharia de tecido surgiu como uma tecnologia
promissora para tratar da perda ou ma funcionamento de um tecido ou
orgio V) sem as limitacdes das terapias atuais. Esta tecnologia é
fundamentada na observacgdo de que cé€lulas isoladas se reagruparao in vitro
em estruturas que se assemelham ao tecido original, quando colocadas em
“meio apropriado”, como por exemplo, o caso das células endoteliais
isoladas que sdo capazes de se organizar in vitro em estruturas tubulares tal
como nos vasos sangiiineos '?. Este “meio apropriado” corresponde a
matrizes extracelulares sintéticas, que tém como caracteristica fundamental
uma estrutura tridimensional biodegradavel que serve como suporte, in
vitro ou in vivo, para que, a partir de células isoladas ou por estimulos
intrinsecos a matriz, desenvolvam-se em um novo tecido para restauracao

. e 1a . (13,14
das funcdes bioldgicas naturais >,

Essa nova tecnologia tem como virtude, minimizar as
limita¢des das terapias convencionais, que incluem um suprimento limitado

de doadores de tecidos e as limitagdes inerentes as proteses sintéticas e
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outros tipos de implantes. Estd baseada na evolucdo das Ciéncias dos

Materiais, mas principalmente no maior conhecimento das interacdes
biomateriais-tecido. Biomateriais modernos nao devem apenas preencher
espaco. Devem estar associados a uma resposta bioldgica especifica,
disparada por sinais que incluem: correntes elétricas, distribuicdo
eletronica, conformacdo molecular, estado de agregacdo ou propriedades
fisico-quimicas locais particulares, caracteristicas estas que podem ser
introduzidas por arranjos especiais de grupos funcionais sobre uma
estrutura polimérica, reacdes de reticulagdo, propriedades particulares de
superficies e arranjos macromoleculares *'*'”. Como exemplo, podem-se
citar os suportes para a regeneracao de tecido nervosos periféricos, que sao
caracterizados pelas propriedades elétricas superficiais, para a orientacao

: ~ (18
do crescimento da fibra nervosa e, portanto, sua regeneragdo '¥.

Quanto a sua natureza quimica as matrizes extracelulares
artificiais podem ser de natureza sintética ou natural e, independentemente

da sua origem, devem ter as seguintes caracteristicas:
a- biocompatibilidade e a capacidade de sustentar o crescimento celular;

b- propriedades mecéanicas condizentes em relacio ao tecido a ser

reconstruido;
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¢ - velocidade de degradagdao compativel com aquela de crescimento do

tecido para o qual serve como suporte.

d - permitir a associagdo destas matrizes tridimensionais com fatores de
crescimento celular especificos para indu¢do de respostas celulares mais

rapidas e mais especificas.

Embora varios polimeros tenham sido empregados,
poliésteres do tipo acido poliglicolico e polilatico, individualmente ou na
forma de copolimeros tem sido os mais utilizados, como exemplo na
aplicagdo como suporte para crescimento de hepatocitos destinados a

substituicao da fun¢do hepatica (19,

Outro grande segmento corresponde a utilizacdo de
polimeros naturais presentes na matriz extracelular. As matrizes
extracelulares sdo estruturas complexas formadas por proteoglicanas,
coldgeno e elastina, que por interacdo com receptores especificos na
superficie celular também participam dos processos que regulam a
expressao fenotipica da célula e, portanto, a manutencdo ndo apenas da
morfologia e fungdo do tecido, mas também da sua remodelagem (20), onde
0 caso mais marcante ¢ o tecido Osseo. Dentro deste conceito uma
aproximagdo ¢ a utilizacdo de matrizes extracelulares formadas por

colageno e elastina, obtidas de matrizes homologas ou heterdlogos, dos
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quais cé€lulas e outros componentes responsaveis por respostas biologicas

~ e . . . ; 21,22
nio desejaveis tenham sido convenientemente removidos 22,

Nesta direcdo a reproducao da estrutura da musculatura lisa
funcional de parte de vesicula biliar foi alcancada com sucesso pela
utilizacdo de um suporte desvitalizado de vesicula formado essencialmente
por colageno e elastina . Outros exemplos do uso de matrizes acelulares
incluem o uso da derme para correcoes plasticas. Estes suportes, pos-
implante, foram caracterizados por uma alta taxa de revascularizacao
associada & uma repopulacdo celular isentas de resposta imunoldgica. Suas
aplicagdes potenciais sdo em queimados, nas cirurgias bucomaxilofacial e
cirurgias plasticas reconstrutivas com a finalidade de recompor perda
(24)‘

extensiva de tecido mole

Matrizes utilizadas em engenharia do tecido 6sseo

Na pesquisa de materiais com engenharia de tecido 6sseo,

destacam-se os sistemas acelulares, BMP e celulares.
No sistema acelular tem-se: Polimeros naturais, com
destaque para a matriz 6ssea desmineralizada, que no inicio dos anos 60
Urist e colaboradores notaram a inducdo da matriz em formar osso em
, foe o (252627). Dt C g :
tecidos ectopicos ; Polimeros sintéticos, como as membranas de poli-

L-lactideos (PLLA)®®; Polimeros compostos, com associagdo de um
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cimento Osseo biodegradavel poli as ceramicas de fosfato de célcio

(Hidroxiapatita-HA ou fosfato tricélcio—TCP)(29’30’31’32’33) ;  Ceramicas,
baseada nas cerdmicas de fosfato de calcio, com forte apelo na sua
biocompatibilidade uma vez que sdo livres de proteinas € com minimas
reag0es imunoldgicas € a corpo estranho, mas que ndo tem capacidade
osteoindutiva, somente osteocondutiva e 0steointegrével(%35 36.37).

No sistema BMP tem-se as proteinas morfogenéticas 0sseas,
um grupo de proteinas responsdveis por uma variedade de eventos
osteoindutores em  embriogénese € no esqueleto apdés o
nascimento'®*%>%*41)

No sistema celular tem-se: Polimeros naturais, onde os
materiais de colageno sdo aplicados como sistemas de armacao
celular®*** - Polimeros sintéticos, como a malha fibrosa néo trancada de

poliglicoide™***” ; Ceramicas, de fosfato de calcio com alta porosidade

que permitem boa distribuicio celular™® .

O colageno como biomaterial

O colageno ¢ a principal proteina estrutural dos mamiferos e
constitui cerca de 90% da parte organica do tecido 6sseo™”, sendo

atualmente uma grande fonte de desenvolvimento dos biomateriais. O

enorme uso do coldgeno no campo dos biomateriais esta associado as
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propriedades naturais que incluem baixa resposta imune, mesmo de origem

heterologa, baixa toxicidade, habilidade em promover crescimento celular e
adesdo, homeostasia e a habilidade da solugdo de colageno em reconstituir
in vitro” no interior da estrutura microfibrilar encontrada nos tecidos

9 Ele ¢ utilizado numa variedade de formas fisicas como em

naturais
laminas, esponjas, p6 como agente hemostatico, para aumento de tecidos
moles, queimaduras e ferimentos, suporte para crescimento de nervos
periféricos e tratamento de doengas periodontais baseada em regeneracao
tecidual guiada.

O colageno ¢ amplamente utilizado como matéria-prima
para a fabricacdo de biomateriais. Na maioria dos casos, modificagcdes
quimicas sdo realizadas através de tratamentos de tecidos nativos ou
materiais reconstituidos de gel de colageno com reagentes de ligacao
cruzada para melhorar a biocompatibilidade e propriedades mecanicas.

Outras mudangas quimicas resultam em materiais que sao
matrizes carregadas de colageno usadas como suporte para o crescimento
celular, como a caracterizacio de matrizes acelulares de colageno,
preparadas a partir de pericardio, submucosa intestinal e tenddo, todos de

origem bovina, com variaveis niveis de deaminagdo através de hidrolises

seletivas da cadeia carboxiamida de asparagina (Asn) e Glutamina (Gln)
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residuais presentes no coldgeno tipo I cadeia-a, dando condigdes para o

desenvolvimento de materiais de colageno polianidnicos, com varias
propriedades fisico-quimicas e arranjos macromoleculares com respeito a
formacdo de fibrilas®'**?.

O coldgeno anidnico obtido do tratamento alcalino possui
propriedades piezoelétricas, poros heterogéneos e a completa remocao de
células intersticiais, gerando uma matriz biocompativel cujos resultados
histoldgicos apresentam uma baixa resposta inflamatéria e formagdo 6ssea
dentro de um curto periodo de tempo. O baixo custo de producao,
associado a biocompatibilidade e osteocondutibilidade, fazem da matriz de
coldgeno anidnica uma alternativa promissora para o tratamento de defeitos
6sseos' ™.

Entretanto, dentre os materiais utilizados na confeccao das
matrizes, existem diferengas quanto ao posicionamento das fibras de
colageno. Apds o tratamento de hidrolise, a matriz piezoelétrica, rica em
colageno e elastina, apresentam disposicao fibrilar diferente. No pericardio
as fibras caracterizam-se por um desarranjo, com entrelacamento do

colageno, enquanto que no tenddo, pela propria caracteristica natural, as

fibras colagenas sdo paralelas.
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Quimica e a estrutura do colageno

Quimica

Na definicdo moderna colageno ¢ toda proteina formada por
trés cadeias polipeptidicas caracterizadas pela repeticao de um triplete Gly-
X-Y onde X ¢ geralmente uma prolina e Y ¢ uma hidroxiprolina (Figura 1)
€ que organizam apos sua biosintese no espaco extracelular em estruturas

fibrilares supramoleculares (Figura 2).

Nas cadeias alfa, a distancia entre dois residuos
consecutivos de Gly é 8,7 A e no eixo maior da tripla hélice cada residuo de
aminoéacido contribui na descendéncia em cerca de 2,8 A. As posi¢des X e
Y, alem da Pro ou Hyp respectivamente, podem ser ocupadas por outros
aminoacidos naturais. E para os aminoacidos mais significativos do ponto
de vista quantitativo, para o colageno do tipo I, o mais abundante, a Gly

esta presente em cerca de 33%, Pro, 12% e Hyp 11%.

k | Telopeptidios C-Terminal

- d‘ !
D I
\ GL/
<> HIFI’RO
@ K Regiao helicoidal ®) (() (c) N
N\ ) GL/
() ! Figura 1- Colageno
i ( |

\ Telopeptidios N-Terminal TRIPLETE

CADEIA
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Uma avaliagdo em relagdo as propriedades gerais de

aminoacidos o colageno do tipo I apresenta:

a - 0,7% de hidroxilisina (Hyl);

b — ndo possui triptofano (Trp) e os residuos de tirosina encontram-se
exclusivamente nas regides ndo helicoidais (nas extremidades da estrutura

helicoidal);

¢ — os aminoacidos polares constituem quase 40% da molécula, dos quais
11% sao basicos e 9% acidos, os outros 17% correspondem a aminodcidos

hidroxilados (Quadro 1);

d - Cerca de 4% dos residuos correspondem a amidas de acido aspartico

(Asp) e glutamico (Glu) (Quadro 1).
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Quadro 1: Nuimero de residuos de aminoacidos presentes na tripla hélice do

colageno do tipo I.

Aminoacido. Cadeia Aminoacido Cadeia

o o 241 2%
Estruturais Hidrofébicos
Glicina 345 346 Leucina 9 18
Hidroxiprolina 114 99 Isoleucina 22 33
Prolina 127 108 Metionina 7 4
Baésicos Fenilalanina 13 15
Lisina 34 21 Tirosina 5 4
Arginina 53 56 Valina 17 34
Histidina 3 8
Hidroxilisina 4 9 Qutros
Acidos/Amidas Alanina 124 111
Acido aspartico 33 24 Treonina 17 20
Asparagina 13 23 Serina 37 35
Acido glutamico 52 46
Glutamina 27 24

A organizacao supramolecular do colageno
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Cada cadeia alfa apresenta uma massa molecular de cerca de

100.000 mol/g, e para o caso do colageno do tipo I, a cadeia a; contem
1056 residuos de aminoacidos e a a, 1038 residuos, dando origem a uma
tripla hélice com cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro. O
passo desta estrutura ¢ de 29-30 A (Figura 2). Além da regido helicoidal,
tem nas extremidades seqiiéncias que ndo fazem parte desta estrutura,
denominadas de telopeptideos N-terminal com 16 residuos de aminoécidos

e C-terminal com 26 residuos de aminoacidos.

Como ja mencionado, em pH fisioldgico formam estruturas
supramoleculares na forma de fibras insoluveis (Figura 2) por um processo
chamado fibrilogénese, responsavel pelo crescimento longitudinal e

transversal da estrutura fibrilar.

A

7

] I
’:?:Tr—~ Agregagio : -
eE— — C:‘E’_%; lateral
/
\\\. }
.

Formaciao de microfibrilas
.
'\_ d=6524 I

~12A

%
Tropocolageno

Agregagcao longitudinal

Ligacoes
Cruzadas

S A BUNDLE
Fibrila de Colageno (FROM 20 TCQ 100 FIBRILS FIBRIL MOLECULE

Figura 2. Niveis de organizagdo para o coldgeno do tipo I encontrado nos

tecidos vivos.
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O tratamento alcalino proporciona uma  matriz

tridimensional com as caracteristicas:

a — aumento das propriedades dielétricas para materiais de coldgeno
polianidnico obtidos por hidrélise parcial seletiva de grupos carboxamidas
de residuos de asparagina e glutamina presentes na matriz colagénica,
particularmente na forma de compdsitos com poly(vinylidene
fluoride):trifluorethylene cujos coeficientes piroelétricos sdo superiores
aqueles descritos para colageno nativo e P(VDF/TrFE) e de

respectivamente 0.37x10*Cm~K ™" e 17x10° Cm™ K.

b — o comportamento in vivo destes materiais que além de altamente
biocompativeis, quando na forma de membrana no tecido muscular
induzem 4 metaplasia 0sseo, isto ¢ formagado de tecido 6sseo sobre o tecido
muscular em resposta a alteracdes da expressdo do gendtipo celular ou

entdo a partir de células totipotentes (células mesenquimais);

¢ - quando implantados no tecido 6sseo sdo incorporados pelo tecido sem
serem reabsorvidos e sdo utilizados pelos fibroblastos para deposicao de

sais de fosfato de calcio;

d — a mineralizacdo observada “in vitro” de acordo com a estrutura da
microfibrila, e que do ponto de vista morfoldgico se assemelha ao processo

de mineraliza¢ao observado “in vivo™.
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Orientacédo das fibras colagenas

A determinagdo da orientagdo das fibras colagenas em
tecidos humanos, como os ossos, ¢ indispensavel quando se estuda a
relagdo entre propriedades fisicas e as estruturas. Do ponto de vista de
biomecanica ortopédica, tal determinacdo pode ser vantajosa quando se
quer estimar a acdo do estresse mecanico sobre os 0ssos humanos,
compostos de fibras coldgenas e cristais de hidroxiapatita. Entretanto,
diversos métodos utilizados para esse estudo apresentam imperfei¢des, com
dificuldades em isolar as propriedades fisicas das fibras colagenas.

.59, utilizaram a

Estudos recentes, como Osaki et a
transmissao de microondas de 12 GHz em cortes sucessivos do 0sso
calcdneo humano, em direcdes perpendicular e paralela ao longo eixo do

1.5 utilizou luz

membro inferior humano, enquanto Bromage et a
polarizada circular , realizando cortes semi-seriados para avaliacdo

histologica, de amostras de ossos de mamiferos humanos e ndo-humanos,

para estudo da orientacdo das fibras colagenas.

OBJETIVO

Sendo assim, este estudo foi realizado com o objetivo de

examinar;
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1- A biocompatibilidade de matrizes de colageno anionico.

2- Sua resposta 0ssea local apds implantacdo em defeitos Osseos criados

cirurgicamente.

3- Sua influéncia na orientagdo das fibras colagenas do tecido Osseo

neoformado.
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2 - MATERIAL E METODO

2.1 — Preparacao das matrizes
2.1.1 - Pericardio e tenddo bovino frescos foram
selecionados e usados neste estudo. O tempo de hidrolise usado foi de 12

horas para o pericardio e 24 horas para o tendao.

O tendao bovino (TB) foi adquirido em estabelecimentos
comerciais convencionais € corresponde ao tenddao calcaneo comum. O
material foi limpo, lavado com salina exaustivamente para remocdo do
sangue residual e, em seguida, armazenado na temperatura de -20°C até seu
uso. Imediatamente antes do uso o tenddo foi seccionado em fragmentos de
2,5 a 3,0 cm de comprimento ¢ 1,0 cm de didmetro, resfriado a —180°C e
liofilizado. Este material foi expandido em solug¢do de acido acético
(ACOH) 0,5M por 5 dias com troca da solucdo a cada 24hs. Apds esse
periodo o tenddo foi novamente liofilizado e submetido ao tratamento
alcalino como descrito a seguir. (pH=7,4 0,14 mol.L™").

No pericardio removeu-se a gordura e outros materiais
biologicos e, em seguida foi colocado inteiro (com mais ou menos 15
centimetros de diametro) no bastidor, estando pronto para o tratamento

quimico.
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2.1.2 - Processos de desvitalizagcdo: As amostras foram

tratadas a 20°C por 12 horas no caso do pericardio e 24h no tenddo, com
uma solucdo alcalina contendo sulfatos e cloretos de K, Ca” e Na" . Apéds a
estabilizacdo dos materiais com uma solugcdo neutra, também contendo
cloretos e sulfatos dos cations acima citados, por um periodo de 6 horas, o
excesso de sais residuais ainda presentes foram removidos por lavagens
sucessivas com acido borico a 3% (3x,6h), EDTA 0,3% a pH 11 (3x,6h) e
agua destilada (6x,2h), seguido da estabilizacdo do material em tampao
fosfato 0,14 mol.L',pH 7.4 . Apods esse procedimento as pecas foram
lavadas 3x15 minutos com dgua destilada, equilibradas em tampao fosfato
pH 7.4, 0,14 mol.L"', novamente lavado com 4gua e apods congelamento em
nitrogénio liquido, foi submetido a liofilizagdo em um equipamento da
EDWADS modelo FREEZER DRYER Modulyo, até peso constante e

- - 42
mantido na geladeira na forma seca®.

2.1.3 - Caracteriza¢gdo do material

2.1.3.1 - Estabilidade térmica: Medidas de estabilidade
térmica foram determinadas com os materiais preparados acima exceto
que, antes das determinagdes foram embebidos em tampao fosfato com
auxilio de vacuo intermitente. O parametro determinado foi Td

(temperatura de desnaturacao) por calorimetria exploratéria diferencial.
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Estes valores foram determinados em amostras preparadas

como descritas acima, com massas de aproximadamente 10 mg, em um
equipamento Du Pont DSC-910, calibrado com padrdo de indio. A taxa

de aquecimento foi de 5°C/min, no intervalo de temperatura entre 20 a

120 © C, sob atmosfera de N,. Neste caso foi realizada apenas uma

determinacao.
2.1.3.2 - Técnica de microscopia:

a- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): As
fotomicrografias foram obtidas de amostras de tendao bovino tratadas por
24 horas, liofilizadas e coladas a suportes de aluminio apropriados, com
condutividade elétrica assegurada pela aplicagdo nas suas bordas inferiores
de uma camada de prata condutora. Em seguida, todas as amostras foram
previamente recobertas com uma camada de ouro de Snm e as micrografias
obtidas em um equipamento da ZEISS DSM 960, operando com feixe de
elétrons entre 10 e 20 keV.

b- Microscopia Eletronica de Transmissao (MET): As
fotomicrografias foram obtidas de amostras de pericardio bovino nativo e
tratadas por 12 horas em um aparelho Zeiss PQ 2300 TEM, depois de

coradas negativamente com acetato de uranio e citrato de chumbo.
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2.2 — Biocompatibilidade das matrizes e resposta do tecido 6sseo

O estudo da biocompatibilidade ¢ da resposta do tecido
Osseo foi realizada em defeitos criados cirurgicamente em tibia de ratos.
Foram utilizados 72 ratos machos (Rattus norvegicus albinus), adultos, da
linhagem Wistar, pesando entre 220 e 260 g, fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo — Campus de
Bauru ( FOB — USP).

Para a cirurgia experimental os ratos foram submetidos a
anestesia geral pela injecao intramuscular de Ketamina 50 (75 mg/kg) +
Rompun (1,5 ml/Kg).

Os animais foram tricotomizados na regidao ventral do
membro posterior ¢ se realizou desinfec¢do do campo operatério com
solucao de iodo topica a 10% .

A seguir, com uma lamina de bisturi n°® 15, foi realizada uma
incisdo linear de 20 mm. de extensdo, no sentido longitudinal do membro
posterior, na pele e fascia muscular do animal, para exposi¢ao e divulsdao do
tecido muscular que envolve a tibia esquerda.

Estendeu-se a incisdo até o periosteo, permitindo seu
deslocamento, afastando-o no sentido antero-posterior, obtendo-se assim

uma ampla area de trabalho.
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Com broca esférica de aco n° 8, montada em micromotor de

baixa rotacao, foi preparada uma cavidade de aproximadamente 2,2 mm. de
diametro e, em profundidade, atingindo a medula 6ssea. A cavidade foi
realizada na por¢do proximal da tibia com abundante irrigacdo de solugdo
estéril de Cloreto de Sodio a 0,9%.

Os ratos foram divididos em 4 grupos experimentais de 6
animais cada:
- Grupo 1 : Grupo Controle, com cavidade cirirgica sem implante,
preenchida somente de codgulo.
- Grupo 2 : Implante medular de Pericardio 12 horas.
- Grupo 3 : Implante medular de Tenddo 24 horas, com o maior eixo de
suas fibras coldgenas direcionados paralelamente ao maior eixo da tibia.
- Grupo 4 : Implante medular de Tenddo 24 horas, com o maior eixo de
suas fibras colagenas direcionados perpendicularmente ao maior eixo da
tibia.

Nos distintos grupos experimentais cada animal recebeu a
matriz implantar, hidratada com solucdo salina estéril 0,9%, exceto no

Grupo 1.
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ApoOs a colocagdao das matrizes ou execucdo do defeito

vazio, os tecidos foram reposicionados e a sutura realizada com pontos
interrompidos empregando fio de Seda 4-0.

Durante o periodo pos-operatério os animais foram
mantidos em gaiolas individuais com rag¢ao apropriada e agua ad libitum.

Os ratos foram sacrificados, por injecdo excessiva do
anestésico citado anteriormente, em periodos de 7, 15 e 30 dias contados a
partir do dia da cirurgia experimental.

Quando do sacrificio, a por¢ao da tibia que compreende a
cavidade foi removida, tomando-se os devidos cuidados na dissecac¢do para
nao tocar o tecido 6sseo no local da perfuragao.

As pecgas foram fixadas em solucdo de formalina a 10%
durante 24 horas, lavadas em 4gua corrente por 12 horas e, descalcificadas
em solucdo de E.D.T.A. (Acido etileno diamino tetracético) a 20%, durante
5 semanas . A solucdo descalcificadora que continha as pecas era trocada
uma vez por semana.

Em seguida, as pecas passaram pelo processo laboratorial de
rotina para sua inclusdo em parafina.

Obtidos os blocos, foram realizados cortes longitudinais

semi-seriados com espessura de 6 micrometros em um micrdétomo rotativo,
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que foram submetidos a coloracdo pela hematoxilina e eosina e pelo

tricromico de Masson, para estudo histomorfolégico em microscopia de
luz.

Os cortes histologicos foram analisados na area de incisao
cirurgica, aonde se removeu fragmento da cortical, e na regido medular
(RM). A area cruenta de onde foi removida parte da cortical foi
denominada de ‘““area cirurgica superficial” (ACS), e as suas margens
cirurgicas de “cortical residual” (CR). A cortical da face oposta a cirurgica,
foi chamada de cortical contra-lateral.

Foram analisados os seguintes itens na microscopia de luz,
para cada grupo de animal e para cada tempo de implante (figura 3):

- Na ACS, presenca ou auséncia de:
O Sangue
0 Fibrose superficial
0 Neocortical
- Nas bordas laterais da CR, presenga ou auséncia de:
0 Calo fibro-6sseo, com predominio de:
= Fibrose
= Neoformacao 0ssea

- Na RM (adjacente a ACS), presenca ou auséncia de:
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0]
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Fibrose

Reabsor¢ao 0ssea, das trabéculas 0sseas pré-existente.

Vasos congestos

Osso neoformado ou tecido Osseo imaturo oriundo de
manuseio cirurgico da RM ou envolvendo o material biologico
implantado.

Osteoblastos

Osteoclastos

Lise do osso neoformado

- No material biolégico implantado (pericardio ou tendao), a presenga

ou auséncia de:

0]

Orientagdo de suas fibras colagenas

Celularidade do tecido

Degeneracdo das fibras colagenas

Neoformacao Ossea sobre as fibras colagenas do tecido
biologico implantado

Infiltrado inflamatdrio no interior do material implantado
Sangue ou fibrose, dissociando as fibras colagenas do material

implantado.
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Os achados microscopicos foram graduados da seguinte maneira:
- : ausente
1+/5: presente, mas raro.
2+/5: presente e escasso
3+/5: presente e em quantidade moderada
4+/5: presente e em maneira moderada a acentuada

5+/5: presente e de forma acentuada.
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Fluxo de Calor (W/g)

3-RESULTADOS

3.1 — Caracterizacao morfoldgica das matrizes

submetido ao S1 (tratamento para remocao celular) por 24 horas : Analise

3.1.1 - Dados referentes a caracterizacao do tendao bovino

térmica (calorimetria exploratoria diferencial).

] Tendao nativo, lavado em salina e equilibrado em
tampé&o fosfato 0,14M, pH 7,4
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Figura 4 - Tendao bovino submetido ao S1 por 24 horas : Analise térmica

(calorimetria exploratdria diferencial).
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3.1.2 - Dados referentes a caracterizacdo do pericardio

bovino nativo e submetido ao S1 (tratamento para remocao celular) por 12

horas: Anélise térmica (calorimetria exploratoria diferencial).
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Figura 5 - Calorimetria exploratéria diferencial de pericardio nativo (a) e

pericardio tratado quimicamente por 12 horas. Analise térmica (calorimetria

exploratodria diferencial).
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3.1.3 — Microscopia Eletronica de Varredura

20 .00 kKU - 34 mn  Mag-
ipm | Photo No.=19 8-Nov-2000

T0sC
Figura 6 - Microscopia eletronica de varredura de tenddo bovino tratado quimicamente

para remogao celular por um periodo de 24h.

10SC ENT-20.99 KU WD~ 54 nm  Hag- 13.88 K X Detector- SE1
tpn — Fhoto Mo.=25 g-Hov-2808

Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura de tenddo bovino tratado quimicamente

para remogao celular por um periodo de 24h.
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3.1.4 — Microscopia Eletronica de Transmissao

icrofibrila

o

Figura 8 - Microscopia eletronica de transmissdo de pericardio bovino

nativo.(140.000x).

Figura 9 - Microscopia eletronica de transmissdo de pericardio bovino tratado

quimicamente para remogao celular por um periodo de 12 horas.(140.000x).
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3.2 — Microscopia Optica segundo os grupos estudados

3.2.1 - Grupo controle (G1)

O estudo histologico da ACS evidenciou
uma faixa de fibrose superficial, presente de maneira acentuada nos tempos
de 7 (fig. 10 e 11) e 15dias (fig. 12 e 13) e reduzida no de 30 dias (fig. 14 ¢
15). Subjacente a faixa fibrosa, em contato com a RM, constatou-se a partir
de 15 dias (fig. 12 e 13) a presenga de tecido 6sseo primario, formando uma
neocortical rudimentar, imatura, a qual com o periodo de 30 dias (fig. 14 ¢
15), mostrou-se mais espessa € mais organizada, de aspecto mais maduro.
Nao foi constatado um periosteo definido, recobrindo a neocortical.

No periosteo da CR, adjacente a ACS, foi observada
neoformacao fibro-6ssea, semelhante a calo de fratura, denominada de calo
fibro-6sseo. Essa alteracdo junto a area cirurgica mostrou-se de maneira
exuberante nos tempos de 7 (fig. 10 e 11) e 15 dias (fig. 12 e 13) e com
discreta diminuigdo de intensidade aos 30 dias (fig. 14 e 15),
principalmente as custas de reducao da fibrose.

Presenca na RM, adjacente a ACS, de fibrose delimitando
area de sangramento recente no sub-grupo de 7 dias (fig. 10 e 11) e ausente

nos tempos de 15 (fig. 12 e 13) e 30 dias (fig. 14 e 15).
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Na RM, foram observados ainda:

Neoformacao 0ssea acentuada no tempo de 7 dias (fig. 10 e
11), envolvendo a éarea de fibrose e sangue, com diminuicao de intensidade
nos tempos de 15 (fig. 12 e 13) e 30 dias (fig. 14 e 15).

Infiltrado inflamatério mononuclear junto a neoformacao
O0ssea € que aumentou em intensidade, proporcional ao maior tempo
cirurgico.

Reabsorcao de trabéculas 6sseas no tempo de 7 dias (fig. 10
e 11) e de lise do osso neoformado nos tempos de 15 (fig. 12 e 13) e de 30
dias (fig. 14 e 15).

Congestoes vasculares, presentes entre as trabéculas dsseas

imaturas, predominando no tempo de 15 dias (fig. 12 e 13).



Figura 10 -Grupo 1- 7 ias. Area cirargica supercial fibrose superﬁc1a1 (esquerd
inferior) junto a osso cortical residual (superior, esquerda) em continuidade com
neoformag:ao ossea rnedular central d1re1ta HE 40X

Figura 11 Grupo 1- 7 dias. Regido ‘medular Junto a érea crurglca superﬁc1a1 fibrose
superficial (esquerda), neoformagdo Ossea (central) e area de fibrose e sangramento
recente (direita) (Tricrodmico de Masson, 40X).



Figura 12 -Grupo 1- 15 dias. Area cirﬁrgica superﬁcial: fibrose superficial (esquerda),
cortical residual (superior) e osso neoformado (direita) (HE, 100X).
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Figura 13 -Grupo 1- 15 dias. Area cirGrgica superficial: fibrose (esquerda, inferior),
cortical residual (superior, esquerda) e neoformacdo dssea (direita). (Tricromico de
Masson, 100X).
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Figura 14 -Grupo 1- 30 dias. Area da incisdo cirrgica: transi¢do entre a neocortical
(esquerda, inferior) € a cortical residual (superior, esquerda) (HE, 100X).
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Figura 15 -Grupo 1- 30 dias. Neocortical (esquerda) mostrando depositos de material do
tipo sais de calcio (Tricromico de Masson, 100X).
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3.2.2 - Grupo G2 (Pericardio 12 hs)

O estudo a microscopia de luz da ACS, mostrou presenca de
fibrose superficial mais discreta do que a observada no grupo GI e

aparentemente mais acentuada com 15 dias (fig. 18 e 19).

Presenca de neocortical na ACS, a partir do tempo de 15
dias (fig. 18 e 19) e com uma maior maturacao dssea desta neocortical no
tempo de 30 dias (fig. 20 e 21), de intensidade semelhante a observada

no grupo G1.

O calo fibro-6sseo foi observado no periosteo da CR, e de

maneira mais acentuada do que no grupo Gl1.

Na RM adjacente ao pericardio implantando, presenca de
fibrose do tipo reacional, apenas no tempo de 7 dias (fig. 16 e 17) e de
neoformagdo éssea peri-pericardio, em todos os tempos de implante,
porém, menos acentuada do que no grupo G1l. A congestdo vascular
junto ao osso neoformado, ainda que menos exuberante que a do grupo

G1, mostrou-se também mais acentuada com 15 dias (fig. 18 e 19).

Presenca nas extremidades distais do pericardio, de
acimulos de células do tipo osteoblasto e osteoclasto, de intensidade

maior com 7 dias (fig. 16 ¢ 17).
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A celularidade pericardica mostrou-se de aspecto e

(56)

intensidade usuais "’ independentemente do tempo de implante.

As fibras colagenas pericardicas mostraram orientagdao
multidirecional dentro da RM e moderadas alteragdes degenerativas, de

intensidade semelhante nos 3 tempos de implante.

A partir do tempo de 15 dias (fig. 18 e 19), presenca de
discreta neoformagdo Ossea, no interior do pericardio, aparentemente
sobre as suas fibras colagenas e com aumento de intensidade no tempo
de 30 dias (fig. 20 e 21). Preseng¢a de infiltrado inflamatorio
mononuclear intersticial e de fibrose intrapericardica, a partir do tempo
de 15 dias (fig. 18 e 19), mostrando ambos um aumento crescente de

intensidade, proporcional ao tempo de implante.



Figura 16 -Grupo 2- 7 dias. ACS: transi¢ao entr R (esqueda, perior), peric;irdo-
superficial (esquerda, inferior) e neoformagdo 6ssea (direita) (HE, 40X).
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Figura 17 -rupo 2- 7 dias. RM: medula o6ssea hernatopoiétic (superior) e pericardio
(inferior) (TM, 100X).
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Figura 18 -Grupo 2- 15 dias. ACS: neocortical (esquerda), fibrose (esquerda, central),
pericardio (central, direita) com celularidade moderada e células inflamatdrias

mononucleares do tipo linfocitos, dissociando as fibras pericardicas (HE, 100X).
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Figura 19 -Grupo2-15 dias. RM: ossificagdo primaria (superior) em continuidade com o
pericardio (central, inferior) (TM, 100X).
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Figura 20 -Grupo 2- 30 dias. ACS: neocortical (esquerda, inferior) em continuidade
com CR (esquerda, superior). Area central contendo pericardio, com neoformagio 6ssea
em seu interior, sobre as fibras colagenas do mesmo E, 4029.
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Figura 21 -Grupo 2- 30 dias. RM: fibrose intrapericardica (central) e neoformacao 6ssea
no interior do implante (esquerda) (TM, 100X).
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3.2.3 - Grupo G3 (Tendao paralelo 24 hs)

O estudo microscopico da ACS mostrou fibrose superficial
mais discreta do que a observada no grupo GI, porem, algo mais
acentuada que no grupo G2 e também mais proeminente com 15 dias

(fig. 24 ¢ 25).

Presenca de neocortical na ACS, a partir do tempo de 15
dias (fig. 24 e 25) e com uma maior maturacao dssea desta neocortical no
tempo de 30 dias (fig. 26 e 27), de intensidade menor do que a observada

nos grupos G1 e G2.

Calo fibro-6sseo mais discreto que no grupo G2 e

semelhante ao grupo Gl1.

Observada moderada fibrose reacional na RM, com 15 dias
(fig. 24 e 25). Neoformagao Ossea e congestdo vascular peri-implante
semelhantes ao grupo G2. Lise de osso neoformado presente nos tempos

de 7 (fig. 22 e 23) e 15 dias (fig. 24 e 25) e mais intensa neste ultimo.

Presencga nas extremidades distais do tendao, de acumulos
de células do tipo osteoblasto e osteoclasto, de intensidade decrescente

com maior tempo de implante.
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As fibras colagenas tendineas mostraram orienta¢do paralela

ao maior eixo do osso, somente com o tempo de 7 dias (fig. 22 e 23) e
arranjo multidirecional crescente, com o aumento do tempo de implante.
As fibras colagenas tendineas apresentaram moderadas alteracoes
degenerativas e algo mais acentuada aos 30 dias (fig. 26 e 27). Presenca

de sangue intra-tendineo aos 7 dias (fig. 22 e 23).

A neoformagdo Ossea sobre as fibras colagenas do tenddo
foi encontrada ja aos 7 dias de implante (fig. 22 e 23) e com aumento
crescente de intensidade, proporcional ao tempo de implante. Presenca
de infiltrado inflamatorio mononuclear e de fibrose intersticial intra-

tendineos em intensidade crescente com um maior tempo de implante.
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Figura 22 -Grupo 3- 7 dias. RM: tendao (superior) junto a osteoclastos (inferior) (HE,
100X).

Figura 23 -Grupo 3- 7 dias. RM: transi¢ao entre tenddo (superior) e células do tipo
osteoblasto (inferior) (TM, 400X).
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Figura 24 -Grupo 3- 15 dias. RM: tendao (esquerda) e fibrose (central), dissociados por
infiltrado inflamatoério mononuclear (direita) (HE, 40X).
—— 3 ==

Figura 25 —Grupo 3- 15 dias. RM: transi¢ao entre células do tipo osteoblasto (superior)
e tenddo (inferior). Presenca de vasos (esquerda, central) penetrando entre as fibras
colagenas do tendao (TM, 400X).



Flgura 26 Grupo 3- 30 dlas_ RM: Neoformag:ao ossea no interior d 1mplante (HE
40X).

Flgura 27 -Grupo 3- 30 dias. RM: transi¢do entre a medula dssea hematopoiética
(superior, direita) e o tenddo (inferior, central).Presenca de vasos sangiiineos
aparentemente penetrando no tenddo por entre as suas fibras colagenas (TM, 100X).
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3.2.4 - Grupo G4 (Tendao perpendicular 24 hs)

O estudo microscopico da ACS mostrou presenca de fibrose
superficial mais discreta do que a observada nos grupos G1 e G3, porém,

semelhante ao grupo G2 e também mais proeminente com 15 dias (fig.

30 ¢ 31).

Presenca de neocortical na ACS, a partir do tempo de 15
dias (fig. 30 e 31) e com uma maior maturacao dssea desta neocortical no
tempo de 30 dias (fig. 32 e 33); de intensidade semelhante a observada

nos grupos G1 e G2.

Calo fibro-6sseo de aspecto semelhante aos grupos G1 e G3.

Presenca de fibrose reacional na RM, nos tempos de 7 (fig.
28 e 29) e 15 dias (fig. 30 e 31), e neste ultimo, semelhante em
intensidade ao grupo G3. Reabsorcao Ossea discreta aos 7 dias (fig. 28 e

29).

Neoformacao 6ssea peri-tendinea maior que o grupo G3 aos
7 dias (fig. 28 e 29) e em quantidade decrescente com o aumento do
tempo de implante. Congestdo vascular moderada e sem alteragdo de

intensidade com o aumento do tempo de implante.
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Lise do osso neoformado menos exuberante que no grupo

G3 e presente apenas no tempo de 15 dias (fig. 30 e 31).

Osteoblastos e osteoclastos em nimero semelhante ao grupo

G3 e margeando predominantemente as extremidades distais do tendao.

O tendao implantado mostrou orientagdo multidirecional de
suas fibras ja a partir de 7 dias de implante (fig. 28 e 29), sendo pouco
observado o arranjo perpendicular das mesmas com relagdo ao maior

eixo do osso de quando do procedimento cirargico.

Celularidade tendinea usual e discretamente diminuida
apenas aos 30 dias (fig. 32 e 33). Fibras colagenas do tenddo mais
degeneradas do que no grupo G3 e com aumento de intensidade

proporcional ao tempo de implante.

Neoformacdo oOssea sobre as fibras coldgenas tendineas a
partir de 15 dias (fig. 30 e 31) e mais proeminente aos 30 dias (fig. 32 e

33) do que no grupo G3.
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O infiltrado inflamatorio mononuclear € a fibrose

intersticiais intrapericardicos mostraram-se presentes nos 3 tempos de
implante, sendo mais exuberantes que no grupo G3 e em maior

intensidade aos 15 dias (fig. 30 e 31).



100X).

Figura 29 -Grupo 4- 7 dias. RM: transi¢ao entre células do tipo osteoblasto (superior) e
fibras colagenas do tendao (central, inferior) (TM, 400X).



Figura 30 -Grupo 4- 15 dias. RM: Tecido 6sseo neoformado no interior do tendao
implantado (central) (HE, 100X).
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Figura 31 -Grupo 4- 15 dias. RM: transi¢do e
hematopoiética (direita). (TM, 100X).
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Figura 33 -Grupo 4- 30 dias. RM: Neoformagao Ossea
tendineas (TM, 400X).
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4- DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram claramente a
neoformacgdo oOssea dentro de uma matriz tridimensional de colageno
anidnico, obtido através de hidrolise de pericardio e tenddao bovino fresco.
Com isso, o biomaterial concorda com o principio de que as matrizes
artificiais, de natureza sintética ou derivada de materiais naturais,
independentemente da sua origem, possuem a capacidade de sustentar o
crescimento celular>'?.

O colageno ¢ reconhecido como um biomaterial de destaque
no campo das matrizes utilizadas em engenharia do tecido 6sseo, por ser
vantajoso nas suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas, melhoradas
através de modificacdes quimicas®***#*.

O processo de hidrélise proporcionou completa remogao de
células das matrizes. A presenca das células ¢ uma das principais causas de
insucessos de sua aplicagdo, gerando calcificacdo distrofica, intensa
resposta inflamatoria e reacdo de corpo estranho. Os resultados
demonstraram auséncia de calcificagdo distrofica e reacdo de corpo
estranho, além de baixa resposta inflamatoéria inicial, confirmando a

remocdo de células através de hidrolise™?.
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Essas reacOes poderiam gerar uma cicatriz tecidual ou

aumento do defeito 6sseo. A eventual presenga de mineralizacao distréfica
¢ associada com a atividade de células gigantes, causa freqliente de
fracassos no uso clinico de proteses de valvas cardiacas, vindas de
pericardio bovino pré-tratado com glutaraldeido®'***?.

Além disso, a hidrdlise proporciona a abertura de espacos,
criagdo de canais e poros, que transformam a densa estrutura do coldgeno
bovino numa estrutura tipo esponja, favorecendo a migracdo celular,
observada nesse estudo, concordando com pesquisas que utilizaram o

tratamento!!#**°1:3?

. O material compacto retarda o processo de reparo
porque precisa ser reabsorvido primeiramente. O tamanho dos poros
usualmente estd associado com a interconexdes entre eles, os quais poderao
ser aumentados com poros maiores, permitindo migragdo do tecido para o
interior do implante.

As matrizes usadas nesse estudo, independente do tamanho
dos poros, ttm uma continua e interconectada rede de poros, que
proporcionou a migragdo celular de eritrocitos e osteoblastos para o interior
do implante, como observado por Rocha et al.*). Como os enxertos dsseos

sdo avasculares e dependem de difusdo, essa repopulacdo celular, vista ja

com 7 dias de implante, impede que em grandes defeitos o enxerto possa
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ser reabsorvido antes que a osteogénese estivesse completa
das caracteristicas primordiais do enxerto que a sua velocidade de
degradagdo seja compativel com aquela de crescimento do tecido para o
qual serve de suporte!*"*.

Além disso, a resposta inflamatoria observada no Grupo 1,
onde a cavidade cirtrgica foi preenchida apenas de coagulo, foi similar aos
Grupos 2, 3 e 4, que receberam implante de colageno anionico. Todo
biomaterial gera uma resposta inflamatéria no hospedeiro. Essa resposta
geralmente estende por um periodo de tempo maior do que aquela vista
num reparo de cavidade preenchida somente de coagulo, que utilizada
nesse estudo, proporcionou a determinacdo do papel das matrizes de
colageno na fase inflamatéria do processo de cicatrizagio®"*.

A répida osteogénese, com a integracdo do enxerto ao leito
receptor, num curto periodo de tempo, ¢ uma clara vantagem do colageno
anidnico em relacdo a outros biomateriais, concordando com Rocha et al.**)
e Rosa et al.®?,

Outro fato favoravel ao coldgeno anidnico, como relatado
pelos autores acima, foi de que aos 30 dias, apesar de uma moderada

degeneragdo das fibras colagenas do enxerto, ndo se encontrou evidéncia de

reabsor¢cdo do implante, sugerindo incorporagdo do material pelos tecidos
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ao redor, ¢ uma eventual reabsorcdo deve estar associada com a

remodelacao durante o processo de reparo.

O processo de hidrolise aplicado ao coldgeno de
pericardio e tenddo bovino produz coldgeno anidnico: matrizes de elastina
com diferentes densidades de carga negativa como um resultado da
hidrélise de carboxamida para grupo carboxilico. Esses materiais sdo
caracterizados pela valorizacdo das propriedades dielétricas as quais sdo
conhecidas para promover a osteogénese” >,

O processo de hidrolise da asparagina e glutamina causa
modificagdes no tenddo e pericardio nativos, tornando as matrizes
acelulares e com habilidade para permitir o crescimento 6sseo. Os
osteoblastos, depositados na propria matriz do sistema de armacao,
demonstram a vantagem do coldgeno aniOnico sobre outros biomateriais,
que precisam ser antes reabsorvidos, para posterior crescimento 0sseo. Essa
migracdo celular acompanhou o arranjo das fibras coldgenas de inicio,
adquirindo uma arquitetura multidirecional crescente. Provavelmente o
osteoblasto ¢ atraido pela densidade de cargas negativas e inclusdo de
fatores de crescimento™*”),

A biocompatibilidade de biomateriais esta intimamente

relacionada com o comportamento celular em contato com ele e
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particularmente com a adesdo celular sobre a superficie. Caracteristicas da

superficie do material, em relagdo a sua topografia, quimica e energia,
formam uma parte essencial na adesdo dos osteoblastos sobre os
biomateriais. E essencial para a eficacia de um implante ortopédico ou
dental a estabilizacao através de uma interface mecanica solida com fusao
completa entre a superficie do material e o tecido 6sseo, sem tecido fibroso
entre eles. A matriz extracelular do osso ¢ composta 90% de proteinas
colagénicas (colageno tipo I 97% e tipo V 3%) e de 10% de proteinas nao-
colagénicas (NCP). Todas essas proteinas sdo sintetizadas através dos
osteoblastos € a maioria delas envolvidas na adesdo. Algumas dessas
proteinas possuem propriedades quimiotaticas ou adesivas, principalmente
por conterem a seqiiéncia Arg-Gly-Asp (RGD), que ¢ especifica para a
fixacdo de receptores da membrana celular™.

A nova carga elétrica do coldgeno poderia afetar o
comportamento das cé€lulas e a distribuicao dos componentes extracelulares
do tecido. Primeiramente, as cargas modificam a montagem das fibras
colagenas, alterando o modo de amarragdo nos locais que sdo expostos ao
meio tecidual. Os osteoblastos sdo conhecidos por atacarem diretamente o

colageno através do sitio de interagdo RGD (Arg-Gly-Asp). E possivel que

o rearranjo tridimensional do coldgeno poderia ter afetado a distribuicao
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dos locais de RGD na nova configuragdo macromolecular das matrizes. Em

segundo, o contato com essas cargas pode causar nas células uma série de
modificacdes eletrostaticas, afetando assim o metabolismo das células em
contato com as moléculas de colageno anidnico.

Ja tem sido visto que osteoblastos em cultura sobre um
substrato de cargas negativas misturadas com cargas positivas mostrarem
caracteristicas morfoldgicas compativeis com metabolismo ativo quando
em contato com cargas negativas € um aspecto inativo quando em contato
com cargas positivas. Além disso, ¢ conhecido que o substrato de cultura
celular precisa de um certo nimero de cargas negativas para permitir
adequada adesao celular e propagacao.

A presenca de grupos carboxilicos ¢ controversa, desde que
culturas celulares sobre substrato com esse grupo tém mostrado uma
pequena difusdo e um aspecto inativo. Entretanto, proteoglicanas que
fazem parte da interacdo das matrizes celular-extracelular, sdo carregadas
negativamente na presenca dos grupos sulfato e carboxilico. Mas o que
deveria ser considerado quando implantados materiais carregados
eletricamente ¢ o papel molecular, ndo somente o grupo isolado contendo
cargas elétricas, especialmente quando implantado uma molécula complexa

como o colageno.
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Além disso, interagdes “in vivo” sdo mais complexas do que

“in vitro”. Além do mais, polimeros carregados podem agir como uma
matriz provisoria, admitindo fatores de crescimento e adesdo citoquimica.
O gradiente apoptotico dessas substancias ¢ formado através da ligagdo em
locais de proteoglicanas negativas. Isso pode ser assumido na presenca de
cargas negativas previamente a sintese da matriz extracelular que poderia
permitir a ligacdo com fatores de crescimento, além de promover migracao
¢ diferenciagao celular***”.

Nesse estudo observou-se a migragdo dos osteoblastos para
o interior do enxerto, obedecendo inicialmente ao arranjo das fibras
colagenas, que se apresentam entrelagadas na matriz de pericardio bovino e
com disposicdo paralela no tenddo. Com o aumento da formagdo dssea no
interior da matriz, o arranjo passa a ser multidirecional em ambos materiais.
No grupo 4, onde o enxerto foi posicionado perpendicular ao longo eixo da
tibia do rato, observou-se ja aos 7 dias a mudanga no direcionamento do
material, ja4 com inicio de neoformagdo oOssea. Osaki et al.®¥ demonstra
uma distribuicdo bidimensional de orientagdo das fibras coldgenas no
calcdneo humano, e sugere que a direcdo e o grau de orientacdo estdo

intimamente relacionadas com a dire¢do e a magnitude do estresse aplicado

a0 0ss0, respectivamente.



63
No estudo realizado por Bromage et al.®” utilizou-se 0sso

humano e nao-humano, aonde foi possivel observar diferengas quanto ao
posicionamento do animal em relagdo ao solo. Em animais de
posicionamento semelhante ao rato, ocorre a predominancia da deposicao
do coldgeno em orientagdo longitudinal, tanto nos tecidos primarios
depositados durante o crescimento, como no osso secundario e remodelado.
Provavelmente a orientagdo longitudinal do coldgeno ¢ uma adaptacio a
tensao e esforcos aplicados. O fémur humano demonstrou uma distribuicao
preferencial de orientacdo das fibras colagenas com orientagdo transversal
em areas correspondentes a alta compressao e longitudinal em areas de alta
tensao. Muitos fatores podem influenciar a orientacdo das fibras colagenas,
como raga, sexo, idade, trajetoria do crescimento, estado metabodlico e
nutricional, estado de satide ou doencga, posicionamento, etc.

Independente do posicionamento do enxerto, os biomateriais
utilizados nesse estudo sdo biocompativeis e apresentaram intensa
formacao 6ssea no seu interior.

A neocortical imatura apresentou formagdo mais rapida,
aos 15 dias pos-operatorios, no grupo 2 (pericardio), sugerindo sua
utilizacdo clinica no recobrimento final de implantes de biomateriais ou

mesmo sua Unica utilizagdo pois, apresentou-se como um material com
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potencial de neoformacdo 6ssea. A limitagdo clinica ¢ a sua utilizacdo em

grandes defeitos ortopédicos, porque originalmente o pericardio apresenta
pequena espessura.

Nesse caso indica-se o tenddo, que apresenta um Otimo
padrao nos sentidos de comprimento e espessura, podendo ainda ser obtido
em diversas formas e de varias fontes de origem. O tenddo, utilizado nos
grupos 3 e 4, demonstrou neoformacao mais rdpida e mais intensa no grupo
4. De acordo com o observado nas laminas, isso se deve provavelmente a
sua forma de inser¢do no defeito criado cirurgicamente. Quando colocado
no sentido perpendicular ao longo eixo da tibia, as extremidades livres do
tendao ficam abertas para o periosteo e para a medular, fontes de elementos
celulares indiferenciados, que estimulados diferenciam-se em osteoblastos
e promovem a neoformacao. Essa forma de colocagdo do material facilita o
acesso das células, inclusive as neovasculares, para o interior do enxerto.

Portanto, as matrizes desse estudo demonstram um grande
potencial de utilizacdo clinico, sendo biocompativeis, promovendo
formacgdo Ossea e possibilidade de utilizagdo tanto em pequenos defeitos

como em grandes defeitos ortopédicos.
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Dentro das condigdes estabelecidas no presente trabalho, ¢ possivel

concluir que:

1- As matrizes implantadas sdo biocompativeis.

2- Os implantes funcionam como uma matriz tridimensional induzindo a
formagdo de osso, sendo o tendao implantado com orientacao das fibras
perpendicular ao maior eixo do 0sso, com maior neoformagado Ossea.

3- A celularidade, inicialmente, acompanha o arranjo das fibras
coldgenas, adquirindo um arranjo multidirecional crescente, sugerindo
que a dire¢do e a orientacdo estdo relacionadas com a direcdo e a

magnitude do stress aplicado sobre o 0sso.
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APENDICE
Quadro 2 - Resultados microscopicos do grupo controle (G1)
Ratos 7 dias 15 dias 30 dias
Area Area Sangue Sangue Sangue
cirirgica central 2+/5 - -
superficial superficial Fibrose Fibrose Fibrose
(ACS) cruenta superficial superficial superficial
4+/5 4+/5 1+/5
Neocortical | Neocortical | Neocortical
- imatura madura
2+/5 3+/5
Bordas Calo fibro- Calo fibro- Calo fibro-
laterais 0sseo 3+/5 0sseo 3+/5 0sseo 2+/5
contendo J \S J
cortical Fibrose 3+/5 | Fibrose 2+/5 | Fibrose 1+/5
residual Neoformacao | Neoformacao | Neoformacao
(CR) Ossea 2+/5 Ossea 3+/5 Ossea 2+/5
Regido Fibrose 2+/5 - -
medular Reabsor¢ao 1+/5 - -
(RM) Ossea
adjacente Infiltrado 1+/5 1+/5 3+/5
a inflamatoério
ACS mononuclear
Vasos 3+/5 5+/5 1+/5
congestos
Osso 5+/5 4+/5 1+/5
neoformado
Lise do osso - 1+/5 3+/5
neoformado
Osteoblastos 5+/5 3+/5 1+/5
Osteoclastos 1+/5 2+/5 2+/5
Graduagao dos achados microscopicos:
- : ausente
1+/5: raro

2+/5: escasso

3+/5: moderado
4+/5: moderado/acentuado

5+/5: acentuado

Quadro 3 - Resultados microscopicos do Grupo G2 (Pericardio 12hs)
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Ratos 7 dias 15 dias 30 dias
Area Area Sangue Sangue Sangue
cirargica central - - -
superficial superficial Fibrose Fibrose Fibrose
(ACS) cruenta superficial superficial superficial
1+/5 2+/5 1+/5
Neocortical Neocortical Neocortical
- imatura madura
2+/5 3+/5
Bordas Calo fibro-0sseo Calo fibro-0sseo Calo fibro-6sseo
laterais 3+/5 4+/5 3+/5
contendo J J A2
cortical Fibrose 1+/5 Fibrose 4+/5 Fibrose 2+/5
residual Neoformagdo 6ssea Neoformagao Neoformagao dssea
(CR) 3+/5 cartilaginea- 6ssea 3+/5
4+/5
Regido Fibrose 3+/5 - -
medular Reabsorcao 1+/5 - -
(RM) Ossea
adjacente Vasos congestos 1+/5 3+/5 1+/5
ao Osso neoformado 2+/5 2+/5 2+/5
pericardio ao redor do (1+a3+) (1+a2+)
implantado pericérdio
Lise do osso 1+/5 - -
neoformado
Osteoblastos 3+/5 2+/5 2+/5
Osteoclastos 3+/5 2+/5 2+/5
Pericardio Orientagdo das
Implantado fibras X maior eixo Multidirecional Multidirecional Multidirecional
do osso
Celularidade 2+/5 2+/5 2+/5
(fibrocitos)
Degeneragdo das 3+/5 2+/5 3+/5
fibras coldgenas
Neoformacgao 6ssea - 1+/5 3+/5
nas fibras colagenas
Infiltrado 1+/5 3+/5 4+/5
inflamatorio
mononuclear
Sangue entre fibras 4+/5 - -
colagenas
Fibrose entre as - 2+/5 3+/5

fibras colagenas

Graduag@o dos achados microscopicos:

- : ausente
1+/5: raro
2+/5: escasso
3+/5: moderado

4+/5: moderado/acentuado

5+/5: acentuado

Quadro 4 - Resultados microscopicos do Grupo G3 (Tendao paralelo 24 hs)
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Ratos 7 dias 15 dias 30 dias
Area Area Sangue Sangue Sangue
cirargica central - - -
superficial superficial Fibrose Fibrose Fibrose
(ACS) cruenta superficial superficial superficial
2+/5 3+/5 1+/5
Neocortical Neocortical Neocortical
- imatura madura
1+/5 2+/5
Bordas Calo fibro-6sseo Calo fibro-6sseo Calo fibro-6sseo
laterais 2+/5 3+/5 2+/5
contendo J J \2
cortical Fibrose 1+/5 Fibrose 3+/5 Fibrose 2+/5
residual Neoformacao 6ssea | Neoformagao 6ssea | Neoformacao 6ssea
(CR) 2+/5 2+/5 2+/5
Regido Fibrose - 2+/5 -
medular Reabsorgdo 6ssea - - -
(RM) Vasos congestos 2+/5 3+/5 1+/5
adjacente Osso neoformado 2+/5 3+/5 2+/5
ao ao redor do tenddo
tendao Lise do osso 1+/5 3+/5 -
implantado neoformado
Osteoblastos 3+/5 2+/5 1+/5
Osteoclastos 3+/5 3+/5 2+/5
Tendao Orienta¢do das Paralela Paralela Multidirecional
implantado fibras X maior eixo ou
com do osso multidirecional
orientagdo Celularidade 3+/5 3+/5 3+/5
das Degeneragio das 2+/5 2+/5 3+/5
fibras fibras colagenas
paralela Neoformacio dssea 1+/5 2+4/5 3+/5
ao maior nas fibras periférica central anarquica
eixo colédgenas
do osso Infiltrado 1+/5 2+/5 3+/5
inflamatorio + LPN
Mononuclear
Sangue entre as -a2+/5 - -
fibras colagenas (c/ vasos
congestos)
Fibrose entre as 1+/5 1+/5 2+/5
fibras colagenas

Graduagdo dos achados microscopicos:

- : ausente
1+/5: raro
2+/5: escasso

3+/5: moderado
4+/5: moderado/acentuado
5+/5: acentuado

Quadro 5 - Resultados microscépicos do Grupo G4 (Tendéo perpendicular 24 hs)
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Ratos 7 dias 15 dias 30 dias
Area Area Sangue Sangue Sangue
cirurgica central 1+/5 - -
superficial superficial Fibrose Fibrose Fibrose
(ACS) cruenta superficial superficial superficial
1+/5 2+/5 1+/5
Neocortical Neocortical Neocortical
- imatura madura
1+/5 3+/5
Bordas Calo fibro-6sseo Calo fibro-6sseo Calo fibro-6sseo
laterais 2+/5 3+/5 3+/5
contendo J J \2
cortical Fibrose 1+/5 Fibrose 3+/5 Fibrose 2+/5
residual Neoformacao 6ssea | Neoformagao dssea | Neoformacao 6ssea
(CR) 2+/5 3+/5 3+/5
Regido Fibrose 1+/5 2+/5 -
medular Reabsorcdo dssea 1+/5 - -
(RM) Vasos congestos 2+/5 2+/5 2+/5
adjacente Osso neoformado 3+/5 2+/5 1+/5
ao ao redor do tenddo a
tenddo 4+/5
implantado Lise do osso - 2+/5 -
neoformado
Osteoblastos 3+/5 3+/5 1+/5
Osteoclastos 3+/5 3+/5 2+/5
Tendao Orientacao das Multidirecional Multidirecional Multidirecional
implantado fibras X maior eixo ou
com do osso paralela
orientagdo Celularidade 3+/5 3+/5 2+/5
das Degeneragio das 2+/5 3+/5 4+/5
fibras fibras colagenas
perpendicular | Neoformacio dssea - 1+/5 4+/5
ao maior nas fibras a
eixo colagenas 4+/5
do osso Infiltrado 2+/5 4+/5 2+/5
inflamatorio e LPN
mononuclear
Sangue entre as - - -
fibras colagenas
Fibrose entre as 1+/5 3+/5 2+/5
fibras colagenas

Graduagdo dos achados microscopicos:

- : ausente
1+/5: raro
2+/5: escasso

3+/5: moderado
4+/5: moderado/acentuado
5+/5: acentuado




