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Introdugdo 1

1. Introducgao

Uma das caracteristicas Unicas do tecido 6sseo ¢ a sua capacidade de recuperagdo a
agressdo. Apds uma injuria, para que ocorra a recuperacdo da integridade estrutural e/ou da
anatomia normal, s3o reativados mecanismos funcionais durante a morfogénese das estruturas
Osseas do esqueleto. Dessa maneira, o reparo do tecido dsseo pode ser descrito como um processo
regenerativo, no qual novo tecido ¢ formado seguindo a programacdo genética que originou o
0sso e nao pela reposicdo da area por tecido cicatricial ou expansdo clonal do tecido adulto.
Histologicamente, esse processo possui grande semelhanga morfologica com a ossificagdo
endocondral observada no embrido [1,2], tendo como caracteristica mais marcante o arcabouco
cartilaginoso, originado da condensagdo de células mesenquimais, formado no sitio de reparo de
ossos de origem endocondral antes do inicio da ossificacdo [3,4]. Isso ndo se limita a morfologia
do processo de reparo, muitos dos genes que regulam a esqueletogénese e o crescimento 0sseo
sdo reativados durante o reparo 6sseo [4,5]. O conjunto de genes reativados incluem fatores de
transcri¢do reguladores da diferenciacdo condroblastica e osteobldstica como o indian hedgehog
(ihh) e o core binding factor-1 (cbfa-1), assim como genes relacionados a revascularizagdo e

remodelagdo da matriz extracelular [4,5].

Contudo, mesmo com tal aparato celular e molecular disponivel para a recuperagdo do
tecido 0sseo, um certo nimero de vezes esse mecanismo falha e causa transtornos estéticos e
funcionais para os individuos afetados. Alguns fatores podem ser decisivos para esse desfecho,
especialmente nos casos envolvendo trauma, como por exemplo, idade e condigdo geral de saude
do paciente, localizacdo anatomica do defeito ou fratura, presenca de infeccdo, tamanho do

defeito, mobilidade de fragmentos 0sseos, etc. Outros quadros clinicos envolvem ndo a falha do
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mecanismo do processo de reparo, mas a ocorréncia de uma lesdo e/ou doenga cuja progressao
leve a destruigdo de uma estrutura Ossea envolvida, situacdo normalmente observada na
ocorréncia de “tumores” ou cistos intra ou justa-6sseos; algumas doencas infecciosas, como a
periodondite, também estdo envolvidas no surgimento de defeitos 6sseos. Menos comuns sao os
defeitos congénitos decorrentes da ma formacdo Ossea na vida intra-uterina. Para se obter a
regeneragdo de um defeito dsseo a conduta clinica a ser tomada ¢ eliminar, quando possivel, os
fatores envolvidos com o aparecimento do defeito e favorecer a osteogénese no interior do
defeito. Dada a caracteristica localizada dos defeitos dsseos, o favorecimento da osteogénese ¢
obtido com uso de medidas locais, essencialmente o uso de enxertos Osseos € biomateriais

adequados para esse uso.

Independente de sua origem e/ou concepg¢do, existem duas propriedades basicas que os
enxertos e biomateriais usados no tratamento 6sseo podem apresentar: a osteoconducdo e a
osteoinducgdo. A osteoconducdo ¢ a capacidade que um biomaterial tem de atuar como suporte
para o crescimento de novo tecido dsseo [6,7]. A osteoinducdo ¢ a propriedade que algumas
proteinas t€ém de induzir a diferenciagdo de células mesenquimais indiferenciadas em células
osteogénicas [8]. Células da linhagem osteogénicas também podem ser associadas a biomateriais
para otimizar a formag¢do de novo tecido dsseo [9,10]. Apesar desses conceitos definirem eventos
aparentemente distintos, a correta aplica¢do deles estd relacionada a selecdo de materiais que
apresentem uma combinacdo de fatores que induzam uma resposta 6tima, do ponto de vista

bioldgico, mecanico e quimico, do tecido receptor do enxerto.

Atualmente o enxerto mais utilizado ¢ o enxerto Osseo autdgeno, seguido de enxertos

sintéticos e uma pequena porcentagem de osso aldégeno, de acordo com levantamento recente
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realizado em hospitais japoneses [11]. Nos Estados Unidos cerca de 400.000 procedimentos
hospitalares de enxertia Ossea sdo realizados anualmente, aproximadamente um terco sdo
autogenos de crista iliaca, enquanto os demais de outros locais ou de osso homologo preservado
[12]. Embora ndo exista estatistica disponivel no Brasil acerca do uso de enxertos 6sseos, a
situacdo em nosso pais ndo deve ser muito diferente da descrita pelos japoneses. Entretanto, se
considerarmos nichos especificos de uso de enxertos, como cirurgias odontologicas
ambulatoriais, € provavel que o uso de substitutos sintéticos apresente uma maior porcentagem de

uso.

A preferéncia pelo emprego do osso autégeno ocorre devido as suas excelentes
propriedades biologicas. As células osteogénicas presentes no enxerto atuam imediatamente no
sitio de reparo contribuindo para a aceleragdo do processo regenerativo [13,14]. Ha evidéncia de
que, a medida que o enxerto € reabsorvido, fatores osteoindutores sdo liberados, recrutando e
induzindo a diferenciagdo de osteoblastos e células mesenquimais indiferenciadas [15,16].
Ademais, parte do enxerto pode permanecer vidvel, contribuindo estruturalmente para a
recuperagdo do defeito [17,18]. O osso autdégeno também atua como substrato osteocondutor para
o processo regenerativo [19,20], além de oferecer suporte mecanico direto para a estrutura 6ssea
danificada [21], contribuindo para uma rapida recuperacao funcional. O osso autdogeno apresenta
baixo risco de resposta adversa pelo receptor e o risco de transmissdo de doengas ao paciente
pode ser considerado nulo se manipulado corretamente. Contudo, o osso autogeno esta disponivel
em quantidades limitadas, sendo, algumas vezes, necessario submeter o paciente a mais de uma
intervencdo cirurgica. Outro grande inconveniente no uso desses enxertos ¢ o aumento da
morbidade e risco cirurgico devido a necessidade de pelo menos um sitio operatério adicional

para a colheita do enxerto [22-24].
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Um substituto ao enxerto autdégeno comumente utilizado € o osso preservado, seja de
origem humana ou animal. Além de suas propriedades osteocondutoras, utilizando-se protocolos
de processamento adequados, podem reter moléculas bioativas com potencial osteoindutor
[25,26]. Mas esses enxertos também podem apresentar complicacdes sérias, como fraturas,
infecgdes e formagdo de seqiiestro 6sseo [27]. Uma das grandes desvantagens do seu uso € o risco
de transmissdo de doengas, e, portanto, a necessidade de uma infra-estrutura para se processar e
testar a seguranca desse tipo de enxerto [28], aumentando o custo do tratamento e limitando a sua

utilizagdo a centros devidamente equipados.

Nos ultimos 40 anos diversos biomateriais t€ém sido desenvolvidos com o objetivo de
suplantar essas limitagdes inerentes aos principais enxertos utilizados no tratamento de defeitos
Osseos. As primeiras tentativas de se utilizar materiais como substitutos temporarios do tecido
6sseo foram feitas nos anos 20 [29]. Biomateriais especificos para serem usados em defeitos
Osseos apareceram somente nos anos 60 e 70 [30]. Inicialmente, os biomateriais deveriam possuir
“uma combinag¢do adequada de propriedades fisicas para serem iguais as do tecido sendo reposto
com uma resposta toxica minima por parte do recipiente” [31]. O paradigma na época ¢ que eles
deveriam ser “inertes”, ndo induzindo reagdes adversas, principalmente a resposta imune no local
de implantacdo [30]. Nesse periodo surgiram materiais como os cimentos de poli-
metilmetacrilato e as primeiras cerdmicas e materiais a base de fosfato de célcio [29] usados em
uma gama diversa de aplicagdes como cirurgias odontologicas, ortopedia, reconstrucdes

cranianas, etc [29].

Atualmente a lista de biomateriais utilizados e/ou propostos para o tratamento de defeitos

Osseos € longa e cresce continuamente. Contudo, alguns dos mais estudados sdo os baseados em



Introdugdo 5

silicato, os baseados em sais de célcio (fosfato, sulfato e carbonato), o poli-metilmetacrilato, os
poliésteres, os poli-anidridos, as poliuretanas, etc. Todos sdo considerados potencialmente uteis
[32-34] e possuem propriedades que indiquem o seu uso no tratamento de defeitos 6sseos; porém,
nenhum esta isento de limitagdes e falhas que possam contra-indicar o seu uso. Normalmente isso
estd ligado ao tempo de reabsorcdo desses materiais, usualmente imprevisivel e de dificil
controle, além de muitos biomateriais ndo serem reabsorviveis [35-39]. Os produtos de
degradacdo podem ter um efeito local deletério, como os acidos produzidos pela hidrolise de
poliésteres [40-42], principalmente por prolongar a resposta inflamatoria. A resisténcia mecanica
que os biomateriais possuem também ¢ fator limitante importante na aplicagdo no tratamento de
defeitos dsseos [7,43]. Mesmo caracteristicas topograficas dos biomateriais podem influenciar o
processo de reparo dsseo, podendo, por exemplo, inibir ou estimular a proliferacio dos

osteoblastos [44].

Sdo as limitagdes dos enxertos disponiveis que mantém ativos os esforgos de
aperfeicoamento dos materiais existentes € o continuo desenvolvimento de novas opg¢des. O
objetivo final desses esfor¢cos ¢ encontrar um material ou conjunto de materiais que possam ser
usados de maneira segura, previsivel e eficiente permitindo a plena recuperagdo estética e

funcional de pacientes com defeitos 0sseos.

Um material que tem sido amplamente usado em diversas aplica¢cdes biomédicas ¢ o
coldgeno tipo I [45]. Essa proteina ¢ a mais abundante presente nos animais vertebrados,
correspondendo no tecido 6sseo a cerca de 85-90% da porcao orgénica. A estrutura do colageno
tipo I ¢ uma tripla hélice de polipeptideos cuja seqiiéncia de aminoacidos consiste da repeti¢ao do

grupo GLY-X-Y [46]. No microscopio eletronico as fibras do coldgeno tipo I apresentam em
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periodicidade caracteristica conhecida como periodo D, cujo comprimento varia de 55-67 nm
dependendo do tecido analisado e do processamento ao qual foi submetido [47]. O periodo D
possui duas regides distintas, o gap, com cerca de 40 nm, correspondendo ao espaco que existe
entre as extremidades das moléculas de tropocolageno, e o overlap, onde ha a sobreposi¢do de

duas moléculas adjacentes [48-50].

As fungdes fisiologicas do colageno tipo I no tecido 6sseo, tais como suporte e atividade
reguladora de diversas funcgdes celulares dos osteoblastos [51-54] e a regulacdo do processo de
biomineralizagdo [55-57], fazem dessa proteina uma matéria-prima atraente para a producao de
biomateriais voltados para o tratamento de defeitos 6sseos. Ademais, o colageno tipo I possui
estrutura quimica extremamente conservada entre diferentes espécies de animais, permitindo o
uso de coldgeno xendgeno de forma segura [58,59], com casos esporadicos de reagdo adversa
relatados [60,61]. Uma vez implantado, o coldgeno tipo I possui efeito hemostatico local e ¢é
degradavel e removivel pelas vias metabolicas fisiologicas. Além do mais, o coldgeno tipo I pode
ser facilmente manipulado em diferentes formas [62], o que permite projetar estruturas

otimizadas para uma aplicacdo definida.

O uso do colageno tipo I como biomaterial para regeneragdo dssea tém sido proposto na sua
forma nativa [63,64], apesar de relatos considerando-o, isoladamente, um material osteocondutor
ineficiente [65]. Combina¢des com outros materiais t€ém sido propostas para se otimizar as
propriedades biologicas de ambos materiais utilizados no composito preparado. A combinagio
com fosfato de célcio ou hidroxiapatita pode melhorar as propriedades mecéanicas do conjunto
[66,67], permitindo a utilizagdo em sitios cuja funcdo possua demanda mecanica grande.

Potencializagdo da migragdo celular, por exemplo, pode ser obtida com a combinagdo do
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hialuronato com o colageno [68,69], o que permite uma rapida recuperacdo de defeitos dsseos
[70]. Algumas modificacdes na estrutura do colageno que sdo descritas como melhorias nas suas
propriedades como biomaterial s3o as ligagdes cruzadas [71,72], a esterificagdo [73], a
incorporagao de grupos acil [74], a desaminacdo do grupo €-amino da lisina [75], o bloqueio dos
grupos guanidina dos residuos de arginina [75] e a remog¢ao de grupos amidas [76,77]. Contudo,

nenhum desses materiais foi avaliado para uso no tratamento de defeitos dsseos.

Uma modificagdo na estrutura do coldgeno de grande interesse para o tratamento de
defeitos dsseos ¢ a hidrolise de grupos carboxiamidas através de um tratamento alcalino
[49,78,79]. Essa técnica, de baixo custo, pode ser aplicada diretamente a uma fonte colageno,
como o pericardio ou tenddao bovinos, nao requerendo prévio isolamento dessa proteina. Células
presentes nessas fontes de coldgeno sdo eliminadas com o tratamento alcalino [80,81], evitando
reagdo imune contra as matrizes preparadas. A hidrélise dos grupos carboxiamidas resulta em
grupos carboxilicos que em pH fisiolégico possuem carga elétrica negativa [78,79]. Dada a
possibilidade de se controlar o tempo de reagdo ¢ possivel controlar o nimero de cargas negativas
adicionadas até o maximo de cerca de 134 grupos carboxilicos a mais por molécula de colageno
[78]. A presenca de cargas elétricas negativas adicionais faz com que o coldgeno anidnico
apresente propriedades fisico-quimicas que podem atuar como promotoras da osteogénese: o
colageno torna-se altamente piezelétrico [82], com aumento da eletro-negatividade [83,84] e do
namero de grupos funcionais para adesdo celular através de integrinas [85]. O efeito piezelétrico
ocorre devido a distribui¢do heteregogénea que as novas cargas elétricas possuem, localizando-se
principalmente nas extremidades do periodo D das fibras coldgenas [49,79,84]. Essa assimetria

na distribui¢do de cargas ¢ que esta associada a propriedade piezelétrica de um material [86].
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Materiais carregados eletricamente ndo estdo entre os mais estudados como substitutos de
enxertos 6sseos, constituindo um grupo muito pequeno dentro do universo de biomateriais. Nem
todos também possuem um claro potencial terapéutico. Além disso, ndo existe uma clara
concordancia sobre que tipo de carga elétrica, positiva ou negativa, teria efeito positivo sobre o
processo de reparo dsseo. Por exemplo, encontrou-se [87] uma diferenca de adesdo de células de
ovario de hamster sobre dois materiais com cargas elétricas negativas, o acido acrilico e a N,N-
dimetil aminopropil acrilamida: na primeira, poucas células aderiram, e na outra, muitas células
aderiram, comportamento atribuido a diferencas dos grupos funcionais presentes no substrato.
Resposta semelhante foi obtida em um estudo com resinas Amberlite com diferentes perfis de
carga elétrica e grupos funcionais quando implantadas no subperiosteo de calotas cranianas de
embrides de rato mantidas in vitro [88]. Curiosamente, foi observado que resinas com grupos
carboxilicos inibem a migra¢do de osteoblastos. Numa série de estudos com hidroxiapatitas
polarizadas [89-91] mostrou-se que superficies com cargas elétricas negativas favorecem a
adesdo celular, a atividade osteobldstica e a osteointegracdo. Todavia, o provavel mecanismo
envolvido nas propriedades superiores da hidroxiapatita eletronegativa envolve a formagao de
uma camada semelhante a apatita pela nucleacdo de ions célcio diretamente sobre a superficie do

material [90].

O efeito de cargas elétricas superficiais sobre células pode ir além da questdo da adesdo
celular. Células derivadas de medula 6ssea cultivadas em substrato neutro e substratos carregados
positiva e negativamente, revelaram que o substrato positivo estimulava a adesdo celular, porém
inibia a formagdo de prolongamentos celulares e a diferenciacdo celular, além de diminuir a
atividade da fosfatase alcalina e a sintese da osteopontina [92], indicando um possivel efeito de

cargas superficiais na fun¢do e diferenciagdo celular.
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O uso de forgas eletromagnéticas no tratamento de defeitos 6sseos ndo estd limitado a
cargas elétricas superficiais, mas também a aplicacdo direta de campos eletromagnéticos para
estimulagdo da osteogénese [93,94]. Isso levou ao uso de correntes elétricas exdgenas de baixa
intensidade para o estimulo da osteogénese por meio de eletrodos em fraturas nao unidas [95,96].
Quando utilizada dessa maneira, ha um consenso de que o estimulo da osteogénese estd associado
a cargas elétricas negativas [94,97,98]. Essa proposta terapéutica tem se mostrado eficaz como
tem demonstrado diversos estudos experimentais [94,97,98]. Contudo a maneira classica de se
fazer o estimulo elétrico envolve procedimentos de implantagdo e posterior remogao de eletrodos,
além do uso de uma fonte de energia elétrica, o que envolve procedimentos cirurgicos e clinicos

que criam custos e dificuldades operacionais que limitam o uso desse procedimento.

Materiais piezelétricos oferecem um grande vantagem sobre os aparelhos externos pois
geram correntes elétricas de maneira espontanea ao serem deformados mecanicamente [99].
Alguns materiais preparados na forma de filmes para fixagdo, envolvendo o sitio de reparo dsseo,
foram descridos como eficazes no estimulo da osteogénese [100-103]. Porém esses filmes nao
reabsorviveis, o que constitui limitagdo ao uso devido a necessidade de se realizar nova cirurgia

para a remocao dos filmes.

O colageno anidnico e o polilactato sdo os Gnicos materiais descritos na literatura que sao
piezelétricos e reabsorviveis, apesar do polilactato s6 ser piezelétrico quando preparado com as
suas cadeias orientadas [99], o que constitui uma limitagdo técnica em comparagdo com colageno
anidnico.

Estudos preliminares demonstraram que as matrizes de colageno anionico possuem

excelente resposta bioldgica na regeneracao 6ssea. Na forma de membranas para regeneragao
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Ossea guiada, o colageno anidnico demonstrou ser capaz de isolar lesdes periodontais evitando a
migracdo de tecido epitelial e conjuntivo para o interior do defeito e permitindo a recuperagdo
dos defeitos [104]. Para o preenchimento de defeitos 6sseos, o unico estudo realizado até o
momento foi desenvolvido em nosso laboratorio e utilizou como modelo experimental a indugdo
de defeito em tibia de rato, defeito esse capaz de se regenerar espontaneamente [81].
Demonstrou-se que as matrizes constituem suporte eficiente para a osteogenése, visto que
praticamente ndo houve atraso no processo de regeneracdo Ossea comparando-se 0S grupos
experimentais com o controle [81]. As matrizes de coldgeno anidnico também sdo capazes de
suportar a osteogénese quando implantadas sobre superficies 6sseas integras [105], podendo vir a
ser de grande utilidade como enxertos onlay, comumente utilizados em cirurgias para ganho de
volume o6sseo na odontologia e em cirurgias estéticas da face. Nesse mesmo estudo fez-se
interessante observacdo acerca da osteogénese na presenca de matrizes de colageno anidnico: a
neoformacao dssea ocorrendo a partir de focos coalescentes de ossificacdo no interior da matriz
[105]. Em ambos estudos foi observada a auséncia de frentes de reabsor¢do das matrizes,
levantando-se a hipotese de que o colageno anidnico seria, pelo menos em parte, incorporado a
estrutura da matriz extracelular do tecido dsseo neoformado. O quadro inflamatério observado foi
também de baixa intensidade. Paralelamente, estudos in vitro demonstraram que o coldgeno
anidnico favorece a adesdo celular [85,106] e estimula a producdo de fosfatase alcalina por

c¢lulas osteoblasticas [106].

Observando o conjunto de resultados obtidos com as matrizes de colageno anidnico vé-se
que elas parecem constituir substrato adequado para a osteogénese. Com base nesses estudos
buscamos determinar se as matrizes de coldgeno anidnico sdo capazes de atuar eficientemente

como material osteocondutor em defeitos Osseos incapazes de regenerar espontaneamente.
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Também investigamos se, pelo menos em parte, a matriz avaliada estd sendo incorporada a
estrutura da matriz extracelular mineralizada do tecido 0sseo, atuando desse modo como uma
verdadeira matriz provisoria. E, por fim, avaliamos o perfil de expressdo de fatores de
crescimento favoraveis a osteogénese associado a presenca de uma das matrizes de colageno

polianidnico.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Analisar o processo de reparo 6sseo de defeitos 0sseos de tamanho critico na presenga de
matrizes de colageno anidnico com diferentes densidades de carga elétricas negativas utilizando

como modelo experimental defeito 6sseo produzido cirurgicamente em calota craniana de ratos.

2.2. Objetivos especificos

1- Avaliar a eficacia de matrizes de coldgeno anidnico como materiais osteocondutores
para regeneragdo de defeitos dsseos de tamanho critico;

2- Determinar se, pelo menos em parte, as matrizes de colageno anidnico estdo sendo
incorporadas a matriz extracelular do tecido dsseo neoformado;

3- Investigar a relag@o de fatores de crescimento ligados ao processo de osteogénese com a

estrutura das matrizes de colageno anidnico.
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3. Materiais e Métodos

3.1.  Preparo das matrizes de colageno polianiénico

As matrizes foram preparadas pelo Prof. Dr. Gilberto Goissis no Departamento de Quimica
e Fisica Molecular do Instituto de Quimica de Sao Carlos — USP. As matrizes foram preparadas a
partir de pericardio bovino fresco selecionado originalmente para confec¢do de proteses valvares
cardiacas. As amostras de pericardio foram tratadas por 24, 36 e 48 horas com uma solucdo
alcalina (3 mL/g) contendo dimetil-sulféxido 6%, sais (cloreto 3,0 M e sulfato 0,9 M) de metais
alcalinos (K" 1,2 M e Na' 2,0 M) e alcalino terrosos (Ca" 0,91 M) a 20°C. O material resultante
foi equilibrado em uma solugdo (6 mL/g) contendo sais (cloreto 0,13 M e sulfato 0,17 M) de
metais alcalinos (K" 0,13 M e Na’ 0,7 M) e alcalino terrosos (Ca" 0,7 M) por 12 horas. Os sais
presentes nos materiais resultantes foram removidos através de lavagens sucessivas em acido
borico 3% (3x2h), agua deionizada (3X6h), EDTA 0,3% pHI11 (3x2h) e, finalmente, agua
deionizada (6x2h). As matrizes foram liofilizadas e mantidas em embalagens assépticas. A partir
desse ponto as matrizes serdo denominadas de acordo com o tempo de tratamento inicial: BP24
(24 horas), BP36 (36 horas) e BP48 (48 horas). Antes do procedimento de implantagdo nos
defeitos 0sseos as matrizes foram cortadas em discos de 4mm de didmetro com auxilio de um

punch para pele e rehidradatas em solugdo salina fisioldgica estéril por 24 horas.

3.2. Animais e grupos experimentais

As amostras de matrizes de coldgeno polianidnico foram implantadas na calota craniana de
ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar com peso entre 280 e 300 gramas. Esses animais

foram obtidos no Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da USP. Apds o procedimento
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cirurgico, os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da FMRP-USP
em gaiolas individuais na primeira semana pos-operatorio. Apds esse periodo foram mantidos em
grupos de até 3 animais em gaiolas de tamanho apropriado. Durante todo tempo os animais
tiveram livre acesso a d4gua e a ragdo para roedores. Foram seguidas as recomendagdes do Comité
de Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da FMRP-USP.

Cada animal recebeu implantes das matrizes BP24 ¢ BP48 nos ossos parietais esquerdo e
direito, respectivamente, ou a matriz BP36 no parietal direito, enquanto no esquerdo o defeito
criado foi deixado vazio (controle). Os animais foram sacrificados 3, 7, 15, 30, 60 dias e 1 ano

apos o implante, quando os ossos parietais foram removidos e processados (n=8).

3.3. Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (74 mg/kg) e xilazina (8
mg/kg) aplicados na face ventral da coxa direita. Procedeu-se, entdo, a tricotomia do escalpe e
limpeza da pele com solugdo alcodlica de iodo. Foi realizada uma incisdo de cerca de 2
centimetros sobre a linha sagital mediana diretamente sobre a calota craniana incluindo, num s6
golpe, a pele e o peridsteo. O peridsteo foi descolado de maneira a expor totalmente os 0ssos
parietais. A craniotomia foi realizada sob irrigagdo constante com solugao salina estéril usando-se
trefina de 4mm de didmetro montada em contra-angulo odontologico e motor elétrico para
implantodontia operando a 1000 RPM. O defeito foi feito no meio de cada osso parietal, de modo
a ndo envolver as suturas cranianas. Extremo cuidado foi tomado para se evitar qualquer dano as
meninges. Fragmentos gerados no sitio foram removidos com irrigagdo vigorosa com salina
estéril e curetagem delicada da bordas do defeito 6sseo. A seguir, as matrizes foram posicionadas

nos defeitos Osseos conforme esquema acima descrito. Para finalizar, o periosteo foi
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reposicionado passivamente e a pele suturada com fio de seda 3-0. Cada animal recebeu uma
unica dose (0,1 mL/Kg) de Pentabidtico Veterindrio Pequeno Porte (Fort Dodge Ltda, Campinas,
SP, Brasil).

Apds os periodos acima especificados, os animais foram sacrificados com inala¢do de
atmosfera saturada com CO,. A calota craniana foi novamente exposta com incisdo envolvendo
somente a pele. Toda estrutura 6ssea do epicranio foi removida (ossos parietais, temporais,
frontais e occipital) com sua cobertura de tecido mole (peridsteo e musculos) usando-se uma
tesoura para fio de aco. Depois de removidos os parietais foram separados mantendo-se, contudo,
o peridsteo em posicdo para evitar deslocamento das matrizes. Para fixa¢do das pecas foi
utilizado o formol tamponado a 10%, pH 7,4, a temperatura ambiente ou o PLP (paraformaldeido
a 2%, lisina 0,075M e periodato de sodio 0,01M) [107] a 4°C por 24 horas, para processamento
para microscopia Optica. Para microscopia eletronica de transmissdo as pecas foram fixadas na
mistura de glutaraldeido a 2%/ paraformaldeido a 2% em tampao cacodilato 0,1M com sacarose

8% por 1 hora a 4°C.

3.4. Analise radiogréfica

Foram radiografados os parietais controles e os que receberam uma das trés matrizes e
colhidos 3, 7, 15, 30 e 60 dias pés-operatorio. As radiografias foram realizadas em um aparelho
de mamografia Senographe DMR (General Electric, Milwaukee, WI, USA) com ajuste
padronizado: 30kV, SmA, tempo de exposi¢do de 4,5s, distancia do cabecote do aparelho ao
filme 66cm, alvo e filtro de molibdénio. As pegas Osseas foram organizadas sobre filmes
radiogréaficos de 18x24 cm. Devido a distor¢do anddica presente nesse tipo de aparelho, cada

peca foi radiografada duas vezes, alterando sua posicao 180° na area exposta aos raios-X. Assim,
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foram obtidas duas radiografias de cada parietal, uma mais exposta que outra, permitindo uma
analise densitométrica posterior sem viés. As radiografias foram fotografadas e os negativos
digitalizados utilizando um escaner SprintScan 45 (Polaroid Corp, Cambridge, MA, USA). A
densidade 6ssea na area dos defeitos foi medida utilizando o programa NIH Image 1.62
(programa de dominio publico disponivel na internet em http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). A
medida foi realizada selecionando a area do defeito com um circulo de 4mm de didmetro e
obtendo uma medida em escala de cinza. A escala de cinza utilizada foi invertida: sendo 0
equivalente ao preto (radiolucéncia absoluta) e 255 ao branco (radiopacidade absoluta).

Os dados densitométricos foram analisados com o programa de analise estatistica Prism 4.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Os dados foram analisados como duas medidas
replicadas. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. A diferenca estatistica
foi determinada utilizando andlise de varidncia de um critério (one-way ANOVA) seguido pelo
teste de comparagao multipla de Bonferroni. Foram consideradas significantes as diferengas com

valor de p<0,05.

3.5. Analise histoldgica

Parietais fixados em formol a 10% foram descalcificados com acido tricloroacético a 10%
por 18 horas, seguido de neutralizagdo do 4acido com sulfato de sédio a 5% por 15 min,
desidratados em concentragdes crescentes de etanol, diafanizados e incluidos em parafina.
Também foram processados dessa maneira os grupos coletados 1 ano apo6s a implantagdo das
matrizes. Cortes seriados de Sum de espessura foram corados com hematoxilina e eosina ou

resorcina-fucsina de Weigert para evidenciacdo de fibras elasticas.A avalia¢dao dos cortes corados
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foram feitos em um microscopio Leica DMR (Leica Microsystens Wetzlar Gmbh, Wetzlar,

Alemanha).

3.6. Analise de dimensao fractal e entropia

Foram obtidas 30 imagens da area de reparo de 3 parietais diferentes de cada grupo
experimental, utilizando-se uma camera digital Leica DC300F (Leica Microsystens Wetzlar
Gmbh, Heerbrugg, Alemanha). Também foram digitalizadas imagens do tecido 6sseo normal
adjacente aos defeitos para uso como controle da organiza¢do tecidual. Metade das imagens
foram obtidas de laminas coradas com hematoxilina e eosina em campo claro; a outra metade foi
obtida da autofluorescéncia dos mesmos campos com o microscopio em modo de
epifluorescéncia com o filtro de banda larga para fluoresceina. Essas imagens foram salvas no
formato bitmap do Windows, extensdo .BMP, sem compressdo, ¢ modo de cor RGB.
Posteriormente as imagens foram convertidas para escala de cinza com valores de luminosidade
entre 0 e 255.

As imagens de campo claro foram utilizadas para as andlises matematicas e as imagens
obtidas da epiflurescéncia foram utilizadas para efeito comparativo com os graficos obtidos
devido ao destaque que ¢ dado a organizacdo da matriz extracelular nessas imagens.

A complexidade das imagens foi obtida calculando a dimensdo fractal [108]. No nosso
caso, o calculo foi feito a partir da imagem pseudo-3D, na qual o eixo Z corresponde aos graus de
luminosidade entre 0 e 255, obtida de cada fotomicrografia digital,. Dessa forma foram avaliadas
a complexidade do arranjo dos pixels das imagens e a complexidade dos graus de cinza

(luminosidade) das imagens.
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As diferencas de luminosidade nas imagens também foram avaliadas determinando a
entropia de Shannon dos histogramas das imagens. Com isso avaliamos a preseng¢a de diferentes
graus de cinza nas imagens: imagens com todas as tonalidades presentes tém valores altos
enquanto imagens com pouca variacao de tons tém valores baixos.

As relagdes entre a dimensdo fractal e o tempo de regeneragdo dos defeitos dsseos foram
estudados através de regressdes matematicas (curve fitting), comparando modelos lineares,
hiperbolicos, exponenciais e curvas de poténcia. Foi escolhido o modelo com a maior
proximidade aos dados originais (metoédo do maior ). A estabilidade do modelo escolhido foi
testada com o método de bootstrap resampling com substituicdo. Nesse procedimento criamos
por sorteio com reposi¢do, a partir dos dados originais, 100 novos conjuntos de imagens, nos
quais um determinado numero presente no conjunto original pode ser representado uma ou varias
vezes, ou, nenhuma vez..

Como controle foram utilizadas imagens do tecido 6sseo da calota craniana adjacente aos
defeitos. Os valores obtidos foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguido pelo

teste comparagao multipla de Duncan.

3.7. Histoenzimologia para fosfatase alcalina e fosfatase acida

Para estudo de atividade das fosfatases foram utilizadas pecas 6sseas fixadas com PLP.
Ap6s a fixagdo, as pecas foram descalcificadas com EDTA-G [109] e processadas rotineiramente
para inclusdo em parafina. A excecdo foi o uso de parafina de baixo ponto de fusdo (Paraplast X-
tra) e o uso de estufa a vacuo a 54°C. Antes de realizar a reagdes, os cortes foram

desparafinizados e reidratados.
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Para detectar a atividade da fosfatase alcalina os cortes foram incubados overnight com
cloreto de magnésio a 1% em tampado tris-maleato 0,IM, pH 8,5. A seguir, os cortes foram
incubados por duas horas em uma solucdo contendo naphtol AS-MX fosfato sal di-sddico
(Sigma-Aldrich), 5 mg, N,N-dimetilformamida, 0.25 ml, fast blue BB (Sigma-Aldrich), 30 mg,
agua destilada, 25 ml, tampao tris-maleato 0,1M, pHS,5, 25 ml , e duas gotas de sulfato de
magnésio a 10%. Apos esse periodo os cortes foram lavados em agua corrente por 15 minutos,
contra-corados com safranina-O por um minuto e lavados novamente. Antes de serem montados
com meio de montagem aquoso (gel de glicerol de Kaiser) os cortes foram secados a temperatura
ambiente por 24 horas.

Na reagdo para deteccdo da atividade da fosfatase 4cida resistente ao tartarato foi utilizado
semelhante ao protocolo descrito para a fosfatase alcalina com as seguintes modifica¢des: tampao
tris-maleato pH 5, fast blue BB foi substituido pelo fast red ITR e foi adicionado tartarato de

sodio 0,1M a solucdo incubadora.

3.8. Microscopia optica de alta resolugcao

Amostras da matriz BP36 colhidas 15 dias apds a implantagdo foram desidratadas em
concentragdes crescentes de etanol (50%, 70%, 90%, 95% e 100%) e incluidas em Historesin
Plus (Leica Instrument Gmbh, Heidelberg, Alemanha), seguindo as instru¢des do fabricante da
resina, essas amostras ndo foram descalcificadas. Cortes de 1 um de espessura foram obtidos
utilizando-se navalhas de vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina, lavados e
secados em platina aquecida a 60°C. A laminula foi montada com 4gua apenas no momento de
observagdo das ldminas no microscopio, sendo removidas apos o uso, devido a rapida remocao

do azul de toluidina.
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3.9. Microscopia eletrénica de transmissao

Amostras das 3 matrizes de coldgeno anidnico foram processadas para andlise ao
microscopio eletronico de transmissdo. Também foram processadas amostras descacificadas com
EDTA do grupo controle e amostras ndo descalcificadas do grupo BP36 colhidas 15 dias apods
implantacdo. Os fragmentos de tecido foram fixados por 1h a 4°C com glutaraldeido a
2,5%/paraformaldeido a 2% com glicose a 5% em tampado cacodilato 0,1M, pH 7,4. Apos a
fixagcdo, quando necessario o tecido dsseo foi descalcificado, lavado em tampao cacodilato, pos-
fixado com tetroxido de 6smio a 1%, desidratado em concentragdes crescentes de acetona e
incluidas em resina Spurr (EMS, Hatfield, PA, EUA). Cortes finos foram corados com &cido
fosfotungstico e analisados em microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM109 (Carl Zeiss,

Oberkochen, Alemanha) operado a 80kV.

3.10. Imunoistoquimica

Foram utilizados anticorpos primarios contra os fatores de crescimento IGF-1 (Insulin-like
growth factor-I), BMP2/4 (Bone morphogenetic protein 2 e 4), PDGF-A (Fator de crescimento
derivado de plaquetas-a), PDGF-B (Fator de crescimento derivado de plaquetas-b), TGF-f3
(Tranforming growth factor-p) e o VEGF (Fator de crescimento do endotélio vascular) (Santa
Cruz Biotecnology Inc, Santa Cruz CA, USA), e o marcador de macréfagos ED-1 (Serotec Ltd,
Oxford, UK). A técnica imunoistoquimica utilizada foi a imunoperoxidase. Resumidamente, apds
desparafinizacdo, os cortes foram incubados em tripsina a 0,25% por 15 min a temperatura
ambiente para recuperacdo de sitios antigénicos. Seguiu-se, apos lavagem com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), incubagdo com perdxido de hidrogénio a 3% por 20 min, para

depletar a peroxidase enddgena, nova lavagem e incubagdo com albumina de soro bovino (BSA)
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1%/Glicina 0,1M por 30 min, para bloquear pontos de ligagdo inespecificas do anticorpo. Os
anticorpos primarios, diluidos na concentragdo 1:100 em BSA 1%, foram incubados overnight a
temperatura de 4°C. Os anticorpos secundarios biotinilados, especificos contra a espécie no qual
foi produzido o primario, foram diluidos na concentragdo de 1:200 e incubados a temperatura
ambiente por 1 hora. Logo apds serem lavados, os cortes foram incubados com conjugado
avidina-biotina-peroxidase por 30 min. Por fim, a reacdo foi revelada incubando-se com
diaminobenzidina até a formacdo de uma coloracdo de tonalidade marrom. Os cortes foram

contra-corados com hematoxilina de Mayer e a laminula montada com Permount.
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4. Resultados

4.1. Eficacia das matrizes de colageno aniénico na regeneracao de defeitos

osseos de tamanho critico

A avalia¢do radiografica foi a primeira realizada com a inten¢do de determinar se as
matrizes de coldgeno anidnico seriam capazes de atuar como suporte para osteogénese em
defeitos 0sseos de tamanho critico permitindo a total regeneracdo dos defeitos. Os periodos
avaliados foram 3, 7, 15, 30 e 60 dias. Foram radiografados tanto parietais do grupo controle
quanto dos trés grupos que receberam uma das matrizes (n=5). Fotografias representativas das
radiografias estdo apresentadas na Figura 1 e os valores de densidade dssea na Figura 2.

Nos dias 3, 7 e 15 ndo houve diferenca significativa entre o aspecto radiografico dos grupos
controle e experimentais. De maneira geral todas as radiografias referentes a esses periodos
podem ser descritas como uma érea circular radiolucida com os bordos bem definidos. Algumas
variagdes observadas foram pequenas areas radiopacas proximas a borda dos defeitos controles a
partir do dia 7. Nos grupos BP24 e¢ BP48 haviam em alguns animais areas de radiopacidade
difusa no interior do defeito. Contudo essas variagdes ndo resultaram em diferencas significativas
nos valores da densidade dssea.

No dia 30 pds-operatorio houve um aumento significativo na radiopacidade média dos
grupos experimentais em relacdo aos periodos anteriores e ao grupo controle. Nos grupos BP36 e
BP48 havia areas radiolticidas entremeio a areas radiopacas. Contudo apenas no grupo BP48 isso
refletiu numa menor densidade 6ssea média. O grupo controle ndo apresentou variagdo no valor

densitométrico em relacdo ao dia 15, e seu aspecto continuou uma area circular radiolucida com



Resultados 23

pequenas areas radiopacas na periferia. O parametro para considerar uma regido radiolticida nos
grupos experimentais foi a radiolucidez observada no grupo controle.

Por fim, 60 dias pods-operatério os defeitos dos grupos experimentais apresentavam-se
como uma area radiopaca, com poucas e discretas areas radiolucidas. O grupo BP48 ¢ o que
apresentava areas de radiolucidez mais extensas, resultando em densidade 6ssea média menor que
os grupos experimentais BP24 e BP36.

Ap0s a analise radiografica todas as pecas acima citadas foram processadas para andlise
histolégica. Também foram avaliadas histologicamente pecas colhidas 365 dias (1 ano) pos-
operatdrio, tanto do grupo controle quanto dos grupos experimentais.

A evolugdo histologica do grupo controle (Figura 3) revelou a presenca predominante de
tecido conjuntivo fibroso no interior dos defeitos dsseos criados. Esse tecido apresentou maior
celularidade nos periodos iniciais, principalmente 3, 7 e 15 dias. Areas de neoformagio Ossea
eram limitadas & periferia dos defeitos, em contato com os bordos da estrutura dssea original.

Nos grupos experimentais (Figuras 4-6) observamos que nos dias 3 e 7 pos-operatdrio a
estrutura espongiforme das matrizes estava integra. No dia 3, apenas hemadcias e alguns
leucécitos foram observados no interior das matrizes. Sete dias apos a cirurgia 0 mesmo conjunto
de células podia ser observado, além de raras células mesenquimais em areas superficiais das
matrizes.

Apo6s 15 dias de implantagdo todas as matrizes de colageno encontravam-se extensamente
colonizadas por células osteogénicas e vasos sangiiineos de pequeno calibre. Diversos
osteoblastos podiam ser vistos em contato com estrutura das matrizes. A estrutura espongiforme

das matrizes ainda era identificavel, todavia tecido ostedide pode ser identificado.
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Com 30 dias o tecido 6sseo neoformado ocupava grandes porgdes do interior das matrizes
de coldgeno anidnico. O aspecto histoloégico do tecido era o mesmo para as trés matrizes: um
tecido 6sseo pouco maduro rico em ostedcitos. A matriz extracelular possuia um aspecto
irregular, algumas vezes semelhante a organizacao do coldgeno implantado.

Aos 60 dias o primeiro aspecto que chama a atengdo ¢ o volume de tecido dsseo presente
no interior das matrizes, em especial as matrizes BP24 e BP36: por vezes, toda a extensdo onde
deveria estar uma dessas matrizes estava totalmente tomada por osso. Nas por¢des mais externas,
esse 0sso possuia aspecto bem maduro com presenga de lamelas e um numero menor de
osteocitos. Em regides mais profundas o quadro histologico era semelhante ao observado aos 30
dias. A matriz BP48 ainda persistia em diversas areas, apesar do aspecto bem maduro do tecido
6sseo neoformado no seu interior.

Um ano pos-operatorio os defeitos que receberam as matrizes estavam totalmente
preenchidos por tecido dsseo de aspecto compacto com algumas areas de medula Ossea
hematopoiética com alguns adipdcitos. Residuos das matrizes implantadas eram raros e
ocupavam areas muito pequenas no interior do osso. Persistia em por¢des da matriz extracelular
do tecido 6sseo o aspecto semelhante a matriz implantada.

A pergunta seguinte a ser respondida foi: Como evoluiu a organizagio da matriz
extracelular do tecido Osseo nos defeitos que receberam as matrizes de coldgeno anidnico?
Inicialmente, avaliamos através da auto-fluorescéncia dos cortes corados com hematoxilina e
eosina a organizagdo da matriz extracelular dos defeitos na presenca das matrizes de colageno
anionico (Figuras 7-9). Nessa técnica a estrutura espongiforme das matrizes ¢ evidente até o dia

15 pos-operatorio. A partir do dia 30 foi possivel diferenciar a estrutura do colageno implantado
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da estrutura do tecido 6sseo. Contudo, em diversos pontos ndo havia descontinuidade entre as
duas estruturas.

No dia 60 a matriz BP48 possuia osso com lamelas concéntricas no interior da area de
reparo, estrutura essa s6 observada nos defeitos que receberam as matrizes BP24 ¢ BP36 no
periodo de 365 dias. Antes disso apenas lamelas longitudinais podiam ser vistas.

Quando feitas as andlises matematicas dessas imagens foi observado uma radica
diminui¢do tanto da entropia quanto da dimensao fractal ja nos periodos iniciais, tendéncia que se
manteve até 1 ano pds-operatorio. Todas as curvas foram descritas com grande precisdo por uma
regressao ndo-linear.

Para entropia melhor aproximacao foi obtida com a férmula hiperbdlica:
y=1/(A+B><x) (1)
Com os coeficientes:

A=0,196 e B=0,000097488 para a matriz BP24;

A=0,198 e B=0,00008556 para a matriz BP36;

A=0,201 e B=0,00008516 para a matriz BP48.

Para a dimensao fractal a formula foi exponencial:

y=Axx" @
Com os coeficientes:

A=2,50 e B=-0,01909 para a matriz BP24;

A=2,484 e B=-0,01735 para a matriz BP36;

A=2,474 e B=-0,017736 para a matriz BP48.
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Em todas as regressdes o valor calculado de r* ficou acima de 0,75.

Na andlise com os 100 conjuntos obtidos com o bootstraping resampling obtivemos a
mesma formula da regressdo em 98% das vezes para o grupo BP24, 93% para o grupo BP36 e
94% para o grupo BP48. A dimensao fractal dos trés grupos experimentais apresentou diferenca
estatistica com tecido 6sseo controle nos trés ultimos periodos analisados (Figura 10).

Nao houve diferenga estatistica nos valores da entropia.
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Figura 1 Fotografias representativas de radiografias mostrando a dindmica de
preenchimento dos defeitos 6sseos em calota craniana na presenca e auséncia das
matrizes de colageno anidnico. Notar a extensiva area radiopaca no interior dos
defeitos que receberam as matrizes BP24, BP36 ¢ BP48 apos 30 e 60 dias apos
implantagao. Barra=4mm.
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Figura 2 Variagdo da densidade Ossea no interior dos defeitos 0sseos controle e defeitos
0sseos que receberam uma das trés matrizes de colageno anidnico ao longo de dois meses.
Valores apresentados como médiat+desvio padrao (* indica p<0,05 na comparagdo dos
experimentais com o controle).
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Figura 3 - Fotomicrografia dos defeitos 6sseos controle (sem implante) 3(A), 7(B),
15(C), 30(D), 60(E) e 365(F) dias apos cirurgia. Os defeitos foram preenchidos
predominantemente por tecido conjuntivo fibroso. Areas de neoformagdo o6ssea
limitavam-se as proximidades da borda dos defeitos. Setas indicam a interface
estrutura dssea original e (*) indicam tecido 6sseo neoformado. Barra=25 pm.

29



Resultados

Figura4 Fotomicrografias representativas de defeitos 6sseos que receberam a matriz
de colageno anionico BP24 e foram analisadas 3(A), 7(B), 15(C), 30(D), 60(E) e
365(F) dias apds cirurgia de implantagdo da matriz. No dia 15 nota-se populacao
diversa de células, inclusive osteoblastos (setas), e vasos sangiiineos no interior da
matriz. Nos dias 30 ¢ 60 ha extensiva neoformagao 6ssea no interior da matriz. Notar a
semelhanga da matriz extracelular do tecido 6sseo em algumas areas com a estrutura
original da matriz implantada (compare * na figura A com a marcagao nas figuras D e
E). Tecido 6sseo lamelar (TO) podia ser visto na superficie do tecido neoformado 60
dias apds implantacao. Barra=25um.
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Figura 5 - Fotomicrografias representativas de defeitos dsseos que receberam a matriz
de colageno anidonico BP36 e foram analisadas 3(A), 7(B), 15(C), 30(D), 60(E) e
365(F) dias apos cirurgia de implanta¢do da matriz. Em geral o aspecto histologico € o
mesmo observado na matriz BP24. Barra=25um.
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Figura 6 Fotomicrografias representativas de defeitos dsseos que receberam a matriz
de coldgeno anionico BP48 e foram analisadas 3(A), 7(B), 15(C), 30(D), 60(E) e
365(F) dias ap0s cirurgia de implanta¢do da matriz. Em geral o aspecto histologico é o
mesmo observado na matriz. Note a presen¢a de remanescentes da matriz envolvendo
tecido 6sso neoformado aos 60 dias. Barra=25pum.
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Figura 7 - Autofluorescéncia e graficos de entropia e
dimensao fractal da matriz BP24. As figuras correspondem a
3 (A), 7 (B), 15 (C), 30(D), 60(E) e 365(F) dias pos-
implanta¢do. Barra=40um
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Figura 8 - Autofluorescéncia e graficos de entropia e
dimensao fractal da matriz BP36 As figuras correspondem a 3
(A), 7 (B), 15 (C), 30(D), 60(E) e 365(F) dias pos-
implantagdo. Barra=40um.
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Figura9 Autofluorescéncia e graficos de entropia e dimensao
fractal da matriz BP48. As figuras correspondem a 3 (A), 7
(B), 15 (C), 30(D), 60(E) e 365(F) dias pos-implantagao.
Barra=40pm.



Resultados

5.80

5,25+

Entropia

Dimens&o Fractal

—8— (O350 contrale
—4— B24

cefhe D36

.m0 = B48

T L T T 1
10 20 30 40 50 60 7O10 200 300 400
Tempo (dias)

—8— (O350 contrale

—e— B24

cefhe D36
.m0 = B48

T T 1T T T 1
10 20 30 40 50 60 7O10 200 300 400
Tempa (Dias)

Figura 10 Graficos comparativos da entropia e dimensao fractal dos defeitos
que receberam uma das matrizes de colageno anidnico e o osso controle. *
p<0,005 na comparacao dos grupos experimentais com o controle.
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4.2. Incorporacao de matrizes de colageno aniénico a matriz extracelular
do tecido 6sseo

Inicialmente foi feita avaliagdo do aspecto ultra-estrutural das matrizes de colageno
anionico, comparando-as com o coldgeno nativo de ratos presente em area de reparo 6sseo na
calota craniana.

O colageno nativo de rato € composto por fibras bem definidas com periodicidade bem
aparente, inclusive as sub-bandas dentro do periodo D. As matrizes de coldgeno anidnico
possuem uma perda da organizag¢do das fibras colagenas de acordo com o tempo de hidrélise
sofrido pelo coldgeno. As fibras do coldgeno anidnico eram mais grossas que as do colageno
nativo, além de se se notar a perda progressiva da organizacdao do periodo D, especialmente nas
matrizes BP36 e BP48 (Figura 11).

A seguir analisamos o aspecto ultra-estrutural do tecido 6sseo imaturo formado no interior
matriz BP36 ap6s 15 dias de implantada (Figura 12). Utilizamos preparagdes nao descalcificadas
para esse fim. Foram observadas fibras coldgenas compostas por fibras com aspecto ultra-
estrutural semelhante ao da matriz BP36 com extensas areas elétron-densas sobre elas. A
organizac¢do dessas regides eram compativeis com depodsitos de hidroxiapatita. Além do aspecto
diferente do coldgeno encontramos fibras elasticas totalmente envolvidas por &reas
mineralizadas; proximo as fibras elasticas podiam ser vistas prolongamentos de ostedcitos.

Como a microscopia eletronica de transmissdo s6 permite o estudo de areas pequenas,
realizamos a microscopia Optica de alta resolugdo desse mesmo material (Figura 12). O uso de
seccoes finas de material incluido em plastico permitiram resolucdo adequada de detalhes

estruturais. Nessa preparacdo verificamos a presenca de tecido Osseo na forma de focos
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coalescentes. Esses focos formavam-se em areas profundas da matriz. A interface osso-matriz era
composta por osteoblastos e vasos sangiiineos de pequeno calibre. Alguns dos osteoblastos
encontravam-se em processo de diferenciagdo para ostedcitos, estando mergulhados parcialmente
em matriz mineralizada. Havia continuidade entre a matriz extracelular mineralizada e o colageno
implantado.

Para termos certeza que o processo de mineralizagdo observado estaria associado a
atividade osteoblastica, realizamos o ensaio de atividade de fosfatase alcalina no interior da
matriz e sua relagdo com a matriz BP36 e a presenca de células osteogénicas no interior da matriz
(Figura 12). Observamos que a atividade enzimatica estava associada a areas de colonizagdo por
células osteogénicas e regioes de tecido 6sseo neoformado. Em periodos curtos, como 3 e 7 dias,
nos quais ndo encontramos células sendo as do sangue, a atividade da fosfatase alcalina era
limitada a areas externas da matriz, mais precisamente no periosteo.

O passo seguinte foi verificar a participacdo de células fagocitarias (macrofagos, células
gigantes) no processo de remodelamento e reorganizagdo tecidual nas areas de neoformacao
Ossea no interior da matriz BP36 (Figura 12). A marcacdo para ED-1 demonstrou de pequeno
numero de macrofagos no interior da matriz BP36. Depois analisamos a atividade da fosfatase
resistente ao tartarato. As células positivas nesse ensaio tinham forma e localizagdo compativeis
com osteoclastos.

Finalmente rastreamos a matriz BP36 no sitio de reparo 6sseo utilizando a elastina como
marcador da presenca do implante ao longo do processo de reparo da calota craniana (Figura 13).
Nos dias 3 e 7, nos quais a estrutura da matriz estava essencialmente integra, pudemos observar
fibras elasticas, com distribui¢@o aleatoria, distribuidas por todo interior da matriz BP36. A partir

do dia 15 e nos dias 30 e 60 e apds 1 ano pds-implante houve uma diminui¢do na quantidade de
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fibras observadas embora muitas estavam mergulhadas no interior do tecido 6sseo neoformado.
Parte dessas fibras estavam parcialmente inseridas no tecido 6sseo enquanto o restante delas

estava no interior da matriz implantada.
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Figura 11 - Diferenca no aspecto ultra-estrutural das matrizes de coldgeno
anidnico em relag@o ao colageno nativo do tecido 6sseo de rato. Colageno
nativo de rato (A), matriz BP24 (B), matiz BP36 (C) e matriz BP48(D).
Note no detalhe a perda progressiva da organizagdo das fibras e da
periodicidade do colageno. Acido Fosfotiungstico. Barra= 600nm.
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Figura 12 Incorporag¢do da matriz de colageno anidnico na matriz extracelular do
tecido 6sseo demonstrando a atividade da fosfase alcalina (figura A, reas em azul) no
interior da matriz. As figuras B e C mostram o aspecto ultra-estrutural das areas de
mineralizacdo da matriz BP36, note o arranjo das fibras coldgenas e a presenga de fibra
elastica (FE) envolta por area mineralizada. Prolongamentos celulares (PC) podiam
ser vistas na matriz mineralizada proxima a fibras eldstica. As figuras D e E mostram,
respectivamente areas de atividade de fosfatase 4acida e células marcadas
positivamente para ED-1(macréfagos). A figura F mostra um nucleo de ossificagao
em um corte nao descalcificado; note a localizagdo dos osteoblastos em relacao a
matriz e tecido 6sseo. Coloragdo azul de toluidina. Barraem A, D, E, e F igual a25um
eemBe Cigual a250nm.
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Figura 13 Rastreamento de fibra eldsticas (marron escuro) presentes na matrize de
colageno anionico BP36 na area de reparo 6sseo nos dias 7(A), 15(B), 30(C), 60(D) e
365 (E) dias pos-implantagdo. Note que apesar da diminui¢do do ntimero de fibras
coradas ao longo do tempo, um grande nimero delas pdde ser detectada até 1 ano apds
a cirurgia, imclusive no interior da matriz 6ssea. Barra=25um
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4.3. Matrizes de colageno aniénico propiciam um ambiente favoravel para

células osteogénicas

Os tultimos experimentos feitos foram para detectar a presenca dos fatores de crescimento
BMP2, BMP4 e IGF-I no interior da matriz BP24 e avaliar a relacdo desses fatores com a
estrutura de coldgeno. Essas rea¢des imunoistoquimicas foram feitas no material fixado com PLP
e descalcificado com EDTA-G.

Conseguimos localizar o fator de crescimento BMP 2 e 4 nos dias 7 e 15 pds-operatorio
(Figura 14). As proteinas ndo estavam presentes ubiquamente no interior das matrizes e sim
limitadas a algumas areas. Essas areas eram mais extensas no dia 7 do que no dia 15. A marcagao
obtida estava distribuida ao longo da superficie do coldgeno implantado. Nao foram observadas
células com marcagao positiva para BMP 2/4.

O fator de crescimento IGF-I foi encontrado nos dias 3, 7, 15 e 30 dias pds-operatorio
(Figura 15). No dia 3 a localizagao foi essencialmente extracelular, progredindo no dia 7 para
uma marcacdo combinada na matriz extracelular e também intracelular. Nos dias 15 e 30 a
marcagdo estava limitada a células osteogénicas.

Os demais fatores de crescimento analisados (PDGF-A, PDGF-B, TGF- ¢ o VEGF)

tiveram reagao negativa.
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas da reagdo imunoistoquimica para
BMP2/4 (em marrom) 7(A) e 15(B) dias ap6s a implantagdo. Note que a marcagao €
essencialmente extracelular. Barra=25 um.
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Figura 15 - Fotomicrografias representativas da reacdo imunoistoquimica para IGF-I
(em marrom) 3(A), 7(B), 15(C) e 30(D) dias ap0s a implantacdo. Note que a marcagao
¢ essencialmente extracelular na primeira semana, nos periodos seguintes a marcagao
eraintra-celular. Barra=25 pm.
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5. Discussao

A presente Tese de Doutorado constitui continuacdo de Dissertagdo de Mestrado na qual foi
avaliada a biocompatibilidade de trés matrizes de coldgeno anidnico, aqui identificadas como
BP24, BP36 e BP48, para o uso como material osteocondutor para o tratamento de defeitos
6sseos. O modelo experimental entdo utilizado foi um defeito de cerca de 1,5x1 mm criado na
porcdo distal da diafise da tibia de ratos. Nesse modelo experimental o tecido 6sseo regenera-se
de maneira espontanea, sendo, portanto, adequado para se avaliar a biocompatibilidade de um
biomaterial com o processo de regeneragdo Ossea. Os resultados obtidos demonstraram que as
matrizes de coldgeno anidnico permitiam a recupera¢do da estrutura da tibia em tempo
semelhante ao observado nos defeitos controle, que se regeneraram espontaneamente. Dessa
maneira foi possivel determinar que, em condigdes nas quais os mecanismos de regeneragao
Ossea atuam efetivamente, as matrizes ndo tém nenhum efeito negativo sobre esse processo.
Desse modo concluimos que as matrizes de coldgeno anidnico sdo biocompativeis com o
processo de regeneracdo dssea.

A partir desses resultados iniciais nova questdo emergiu: Seriam as matrizes de colageno
anionico capazes de atuar de maneira eficaz como materiais osteocondutores na regeneragao de
defeitos 6sseos de tamanha critico?

O modelo experimental escolhido para que essa pergunta fosse respondida foi a inducao de
defeito 6sseo em calota craniana, realizado com trefina, considerado o padrdo para esse tipo de
avaliagdo [110-112]. Na calota craniana de animais adultos a regeneracdo dssea ocorre de forma
incompleta e/ou lenta, possivelmente devido a menor irrigagdo sanguinea e o pouco

desenvolvimento da medula 6ssea nessa regido [112,113]. Um detalhe acerca desse modelo que
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pode aventar alguma discussdao concerne o tamanho do defeito a ser utilizado. Ha na literatura
descri¢do de defeitos entre 4 ¢ 8 milimetros [114-117]. Optamos pelo defeito de 4 mm visto que
poderiamos desse modo otimizar o uso de animais, criando 2 defeitos por rato. Acrescida da
vantagem de comparacdo em um mesmo animal Um cuidado tomado nas cirurgias foi evitar a
inclusdo das suturas cranianas nos defeitos: essas estruturas, com excec¢ao da sutura interfrontal
posterior, permanecem ativas por toda vida do rato [118], com células osteogénicas ativas
presentes, o que poderia criar um viés favoravel para o reparo do defeito.

A capacidade osteocondutora das matrizes de coldgeno anidnico ficou evidente desde a
primeira andlise feita, a radiografica. De fato, antes mesmo do estudo radiografico, observamos,
ao colher os parietais quando do sacrificio dos animais, que os defeitos controles estavam
preenchidos por tecido mole e os defeitos que receberam os implantes possuiam tecido duro a
partir do dia 30 poés-implante. A escolha do uso da mamografia e ndo da técnica convencional de
raios-X foi devida a maior sensibilidade. Em experimento piloto testamos o raio-X convencional,
sendo a qualidade das radiografias considerada insatisfatoria. A maior sensibilidade da
mamografia, contudo, pode criar uma tendéncia de aumentar a radiopacidade dos implantes. Isso
poderia explicar o pequeno aumento na densidade dssea observada nos grupos BP24 e BP48 no
dia 7.

A analise morfologica complementou a radiografica e confirmou algumas observagdes
prévias acerca da resposta bioldgica as matrizes de colageno anidnico [81,105]. Uma dessas
observagdes foi a baixa resposta inflamatéria causada pela presenca das matrizes. Até a primeira
semana de pds-operatoério um numero muito pequeno de células estava no interior da matriz. A
partir do décimo-quinto dia, com o inicio da neoformagdo Ossea, o esperado seria o achado de

focos de reabsor¢ao das matrizes por células fagocitdrias, mecanismo observado na reabsor¢ao do
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colageno nativo [68,119-121]. Contudo, observamos que os limites entre as areas de ossificagdo e
as matrizes de coldgeno anidnico eram, em muitos locais, indistinguiveis. Algumas areas da
matriz extracelular do osso novo mantinham o aspecto da estrutura do colageno implantado
adjacente. Esse aspecto ficou mais evidente observando-se a autofluorescéncia desses cortes, o
que destacou a organizagdo da matriz extracelular.

Técnicas histomorfométricas convencionais dependem da capacidade do observador
distinguir as diferentes estruturas teciduais para entdo medi-las. Os trés parametros normalmente
analisados sdo: area total do defeito, area de tecido 6sseo neoformado e area ocupada pelo
biomaterial [122-125]. Devido a dificuldade de se diferenciar neste estudo o tecido ostedide da
estrutura das matrizes implantadas, buscamos empregar uma metodologia que utilizasse como
parametro a organizagdo da matriz extracelular do tecido Osseo, mas que ndo exigisse que o
observador fizesse a distingdo entre as diferentes estruturas pelo observador. Para isso utilizamos
técnicas de andlise de textura de imagens, especificamente a andlise de entropia e a andlise da
dimensdo fractal, que permitem a avaliagdo global das imagens do processo de reparo. Essa
abordagem permitiu comparar os diferentes grupos experimentais e periodos analisados com a
estrutura 6ssea normal, o qual constituia, em termos de organizacdo, a estrutura Ossea a ser
alcancada com a implantagdo das matrizes de coldgeno anidnico nos defeitos criados. As imagens
capturadas podem ser consideradas um mapa com 1.339.000 pontos (ou pixels na linguagem da
informatica), distribuidos em uma area determinada contendo duas informagdes importantes: a
distribuicdo e o padrdo de organizagdo do objeto observado e o grau de luminosidade que o ponto

possui.
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A entropia mede o grau de informacao contida no histograma da freqiiéncia de distribuicao
dos graus de cinza em uma imagem. O conceito da entropia de informagdo introduzido por

Shannon [126] utilizado por nods € descrito pela seguinte formula:

K= E plogp (3)

Onde p ¢ valor da freqliéncia com que cada valor de cinza estd presente na imagem
analisada.

Com isso, a entropia minima seria obtida com uma imagem contendo apenas um tom de
cinza e a entropia maxima seria obtida do caso de a imagem ter uma distribui¢do homogénea de
todos os valores da escala cinza, ndo importando o nimero de cinzas da escala utilizada. No caso
das imagens avaliadas, verificamos que hd uma diminui¢do na entropia das imagens, ou seja, a
medida que ocorre substitui¢do da matriz por tecido 6sseo o numero de tons de cinza nas imagens
se torna mais homogénea. Interpretamos essa homogeneizagao das imagens como decorrente da
estrutura porosa das matrizes, com muitos valores baixos na escala de cinza utilizada, pelo tecido
0sseo, com seu aspecto compacto e com maior variagdo de tons de cinza. Esse fendmeno ocorre
de maneira rapida ja nas primeiras semanas e continua até o ultimo periodo analisado.

A dimensdo fractal aplica a lei da poténcia nas imagens, analisando a presenga de
determinadas estruturas independentemente das escalas usadas para a analise. A partir dos valores
obtidos em diferentes escalas faz-se uma representagdo grafica entre o logaritmo do tamanho da
escala usada e o logaritmo davardvel examinada. A dimensdo fractal corresponde ao valor da
inclinacdo da reta obtida na regressdo linear dos valores. No método utilizado foi gerada uma
imagem tridimensional “virtual” (pseudo-3D) na qual analisamos a presenca de padrdes de auto-

similaridade nos quais partes do objeto sdo semelhantes ao todo.
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Comparando a entropia e a dimensdo fractal da estrutura dssea controle com os valores
obtidos nos grupos experimentais, observamos que ao do longo do tempo os valores medidos nos
grupos experimentais eram inicialmente altos e com o passar do tempo os valores diminuiram,
aproximando-se dos valores do 0sso controle, especialmente o grupo que recebeu a matriz BP48.
Dessa forma, verificamos que a matriz BP48 permitiu uma maior reorganiza¢do da estrutura
6ssea a longo prazo.

Aplicando a andlise matematica foi possivel somar a linguagem subjetiva da analise
histologica a linguagem objetiva da matematica; com isso as observagdes histologicas sao
reforcadas por valores absolutos que conferem uma maior precisdo a descricdo histoldgica.
Acreditamos que essa metodologia, em adi¢do a morfometria convencional, podera vir a ser de
grande utilidade na avaliagdo do processo regenerativo de defeitos Osseos e na determinacdo da
eficacia de biomateriais. O tecido 6sseo por ter uma organizagdo hierarquizada e com padrdes
repetitivos, como as lamelas circunferenciais, lamelas intersticiais e os dsteons, ¢ favoravel para o
uso de andlises baseadas na deteccdo de padrdes repetitivos no arranjo de pixels de imagens.
Ademais, a complexidade da organizagdo muda conforme o amadurecimento do tecido dsseo,
permitindo assim uma documentacdo exata do processo de reparo Osseo. Este trabalho ¢ o
primeiro a aplicar esse tipo de metodologia de analise imagens na avaliacdo de biomateriais para
regeneragdo de defeitos 0sseos. Estudos anteriores que utilizaram métodos de analise de texturas
de imagens no tecido dsseo limitaram-se a avaliar a estrutura trabecular de ossos esponjosos na
osteoporose [127-130] e a organizacdo do tecido 6sseo em radiografias [131-133].

No processo de avaliacdo da eficacia das matrizes de coldgeno anidnico, observamos um
outro aspecto muito incomum na dindmica da neoformagdo Ossea: o processo de osteogénese

iniciava no interior das matrizes, progredindo, entdo, para as por¢des externas até, eventualmente,
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formar uma estrutura 6ssea preenchendo toda a area das matrizes e consolidando a interface
matriz-osso parietal, de tal modo que no dia 60 pds-operatério ndo havia, radiograficamente, uma
separacdo facilmente distinguivel entre o osso neoformado e o osso parietal. A progressao
esperada do reparo Osseo seria a partir das bordas do defeito, invadindo progressivamente as
matrizes de colageno anidnico até ocorrer o fechamento do defeito em algum ponto proximo ao
centro. Isso era esperado visto que nos defeitos controles havia neoformacdo dssea na periferia
com progressdo centripeta. Todavia, como nesse caso, o ambiente era desfavoravel para a
osteogénese, o processo limitou-se as regides proximas a borda. Nos grupos experimentais o
previsto seria a continuidade do processo até o fechamento dos defeitos. Alids, essa ¢ a dindmica
observada com diversos outros tipos de enxertos e substitutos implantados em calota craniana:
neoformacao dssea da periferia para o centro [122-125,134,135] e ndo do centro para a periferia,
como observamos nas matrizes de coldgeno anionico.

Ainda do ponto de vista da eficdcia das matrizes de colageno anidnico, as matrizes de
colageno anidnico permitem o reparo mais rapido de defeitos 6sseos do que diversos outros
biomateriais avaliados em defeitos de calota craniana de ratos com 4 mm de diametro [136-138].
Nesses estudos foram avaliados materiais ainda em fase de avaliagdo como o fosfato de
octacalcio [137,138] e materiais disponiveis comercialmente como o Bio-Oss”, Bioplant” HTR,
Orthomatrix® HA, Pro-Osteon® 500R, Interpore” 200, ¢ o Biogran™ [136]. Nesse estudos, o
aspecto do tecido 6sseo neoformado 8 semanas (= 60 dias) apds implantacdo mostra a presenca
de fragmentos inteiros dos materiais implantados presos no interior do tecido dsseo neoformado.
Mesmo o fosfato de octacélcio e o B-fosfato de célcio, que sdo considerados materiais de rapida
reabsorcdo, ainda podiam ser facilmente detectados no interior do osso neoformado [137]. Por

outro lado, em periodo semelhante observamos que os defeitos que receberam as matrizes BP24 e
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BP36 estavam completamente preenchidos com tecido 6sseo. Apenas a matriz BP48 ainda
apresentava, no periodo de 60 dias, remanescentes envolvendo o tecido 6sseo neoformado.

O segundo objetivo do presente estudo teve como ponto de partida o aspecto incomum da
organizagdo da matriz extracelular, especialmente a continuidade entre esta e as matrizes de
colageno anidnico. Esse mesmo aspecto ja havia sido observado nos estudos que precederam este
trabalho [81,105]. Estudos que avaliam a incorporacdo de biomateriais e enxertos 0sseos tém
como abordagem verificar a permanéncia no interior da estrutura dssea neoformada [135,139-
141]. Por outro lado, espera-se que a permanéncia dos biomateriais implantados seja transitoria e
que sejam reabsorvidos & medida que ocorra a progressao da neoformagdo 6ssea deixando espaco
para a deposi¢do da matriz o0ssea [142-145]. Neste estudo procuramos determinar se as matrizes
de coladgeno anidnico estariam sendo incorporadas na matriz extracelular do tecido 6sseo como
elemento funcional da estrutura 6ssea, o que nos daria um biomaterial com conceito funcional
diferente dos existentes até hoje. Utilizamos, para isso, uma combinacdo de métodos, com o
objetivo de localizar diretamente o coldgeno anidnico no interior da matriz dssea e verificar se o
mecanismo envolvido de incorporagdo seria devido a atividade osteoblastica ou um fendmeno
inespecifico. A ultraestrutura revelou 4reas de mineralizagdo de coldgeno anidnico, inclusive com
fibras elasticas presas no seu interior. Esse processo nao foi considerado inespecifico visto que as
areas de mineralizacdo estavam associadas a presenca de células osteogénicas, inclusive ativas,
como demonstrado pela atividade de fosfatase alcalina. Acreditamos que as matrizes de colageno
anidnico estavam sendo usadas como substrato para o inicio do processo de mineralizagao.

Lembramos que as caracteristicas morfoldgicas e a cronologia da evolugdo observadas
nesse processo sdao distintas daquelas observadas na calcificagdo distrofica de amostras de

pericardio bovino implantadas em tecido subcutaneo de ratos [146]. Ademais, o fator iniciador da
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calcificagdo distrofica, os fosfolipidios de membrana das células do pericardio, foi removido com
o tratamento quimico da hidrolise. Também foi descrito processo de calcificagdo distrofica
mediado pela presenca de fibras elésticas em sitios ectopicos [147]. Nao consideramos, todavia,
este 0 caso presente, visto que as fibras elasticas das matrizes embora envolvidas por areas de
mineralizacdo e ndo apresentavam sinais de mineralizagao.

Um aspecto de grande interesse observado neste processo foi a presenga de células
fagocitarias ativas somente em regides de tecido dsseo. Esse aspecto histologico ¢ compativel
com auséncia de remog¢do das matrizes por células inflamatdrias. Portanto, a remocdo das
matrizes estaria ocorrendo em conjunto com o processo de remodelagdo 6ssea. Os osteoblastos
também poderiam participar desse processo produzindo e secretando colagenases e/ou enzimas
proteoliticas. O processo lento de remog¢do das matrizes de coldgeno anidnico, acompanhado a
regeneragdo e remodelacdo Ossea, semelhante ao observado com o atelocoldgeno [148-150],
indica que as matrizes de colageno sdo excelentes arcaboucos para a ossificagdo. Contudo, o
atelocolageno ¢ diretamente mineralizado apenas ao ser usado com carreador do fator de
crescimento BMP [148,150], por outro lado o coldgeno anionico sofre o processo de
mineralizacdo mesmo sendo utilizado isoladamente, sem a adi¢do de nenhuma molécula bioativa.

O mecanismo envolvido na biomineralizagdo do coldgeno anidnico esta possivelmente
ligado a presenca de grupos carboxilicos adicionais na jun¢do gap:overlap na estrutura do
colageno anidnico favorecendo a deposicdo de ions célcio nessa regido [151]. O colageno nativo
¢ considerado um dos reguladores do processo de mineralizagdo 6ssea [152]. Contudo em
condig¢des fisiologicas e sem a presenca de co-fatores, a mineralizagdo ndo progride devido a uma
barreira hidrofobica presente na juncdo gap-overlap [153], que impediria a progressdo da

deposicao de ions célcio além do gap. No coldgeno anidnico essa barreira ndo existiria.
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Além do envolvimento direto com o processo de biomineralizagdo, acreditamos que as
matrizes de colageno anidnico imobilizam um conjunto de moléculas bioativas no sitio de reparo
criando um ambiente favoravel para células osteogénicas. A imobilizagdo e apresentacdo dessas
moléculas ocorreria pela presenca dos grupos carboxilicos adicionais que serviriam de local de
ligagdo para fatores de crescimento, de maneira semelhante ao que ocorre na formacdo do
gradiente haptotatico de quimiocinas, regulado por grupos sulfatos e carboxilicos presentes em
glicosaminoglicanos [154-158]. Além disso, a adsor¢do de proteinas do soro a substratos
carregados eletricamente foi avaliada em um estudo [159]. Apesar de ndo ter sido feita uma
caracterizacdo detalhada das proteinas adsorvidas, verificou-se que os substratos carregados
negativamente adsorveram uma variedade maior de proteinas do os carregados positivamente.
Transpondo para um modelo in vivo podemos inferir que substratos carregados negativamente
poderiam apresentar uma variedade maior de moléculas bioativas para estimular a migragdo e a
diferenciagdo celular.

Partindo dessa hipotese, tentamos determinar se alguns fatores de crescimento importantes
para o reparo do defeito estariam em contato com a estrutura das matrizes de coldgeno anidnico,
indicando a possivel formacao de um gradiente haptotatico no interior delas.

Verificamos que, entre os fatores de crescimento estudados, o IGF-I, a BMP-2 e a BMP-4
estavam presentes em contato direto com as matrizes de coldgeno anidnico em periodos iniciais
de reparo. Os fatores de crescimento IGF-1 e 0 BMP2/4 possuem papel importante na regulagao
do reparo 6sseo: o IGF-I estimula a proliferagdo de células osteogénicas [160,161] e o BMP2/4
atua estimulando a diferenciacdo de células mesenquimais imaturas em células da linhagem
osteogénica [162,163]. A presenga desses fatores de crescimento ligados a matriz de colageno

anionico nos periodos iniciais coincide com a necessidade de estimular a migragdo e a
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diferenciagdo de células osteogénicas no interior dos implantes. A auséncia em periodos
posteriores permite levantar a hipdtese de que poderiam representar o gatilho deflagrador do
processo. Ademais, o fato de estarem presentes em algumas areas limitadas no interior das
matrizes e ndo por toda estrutura pode explicar o porqué da neoformagdo dssea ter iniciado a
partir de focos de regeneragdo que coalesceram com o tempo.

A auséncia de marcagdo dos demais fatores de crescimento no interior das matrizes ndo ¢
indicativa de que ndo participem desse processo. As explicacdes possiveis sdo que encontravam-
se presentes em quantidades indetectaveis pela técnica utilizada ou os determinantes antigénicos
reconhecidos pelos anticorpos utilizados foram modificados pelo processamento histologico.
Essa explicagdo ¢ aplicavel também, a auséncia de marcacgao dos fatores IGF e BMP em periodos
posteriores aos detectados. E nesse caso, seria de se esperar uma positividade ainda maior dos
fatores de crescimento no inicio.

Neste estudo ndo avaliamos diretamente os efeitos do fendmeno piezelétrico sobre o reparo
da calota craniana. Porém acreditamos que a movimentacdo do animal seja capaz de criar
pequenas deformacdes, ainda que ndo controladas, mas que seriam capazes de gerar um estimulo
piezelétrico e, conseqiientemente, estimular a regeneracdo Ossea. Esse aspecto e detalhes acerca
do comportamento bioldgico das matrizes de coldgeno anidnico requerem estudos com
protocolos experimentais especificos.

Outro detalhe quanto a avaliacdo de mecanismos biologicos seria o uso de controles ativos,
especialmente o coldgeno nativo, para que os possiveis beneficios da presenca das cargas
elétricas negativas na estrutura do colageno sejam avaliados através de uma comparagdo direta
com o comportamento biologico do colageno nativo. Contudo, essa necessidade advém de um

interesse cientifico sobre o material. Sob ponto de vista de aplicacdo clinica, a eficicia e
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biocompatibilidade apresentadas pelas matrizes de coldgeno anidnico, somadas ao baixo custo de
produgdo, sugerem que constituem um material altamente atrativo para o tratamento de defeitos
6sseos. Ao expandirmos o conhecimento acerca de suas interagdes biologicas e mecanismos de
atuagdo poderemos ampliar o rol de aplicagcdes das matrizes para area de engenharia de tecidos
ex-vivo, campo de pesquisa que tem como objetivo a producdo de 6rgaos fora do organismo para

posterior implantagao.
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6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que as matrizes de coldgeno anidnico
sdo materiais osteocondutores eficazes para uso em defeitos dsseos de tamanho critico. O
processo de reparo com essas matrizes ocorreria de maneira rdpida em razdo de dois fatores: a
participag@o direta no processo de biomineralizacdo e a imobiliza¢do de fatores de crescimento
importantes para a osteogénese na sua estrutura.

Por esses motivos acreditamos que o mecanismo de acdo dessas matrizes seja inicialmente
estimular a migragdo de células osteogénicas em diferentes estdgios de diferenciacdo para o
interior mediada pelo IGF-1. A seguir, sob o efeito da BMP2/4, essas células completariam o seu
processo de diferenciacdo formando os focos de ossificacdo observados. O coldgeno anidnico nao
seria reconhecido como material estranho, e dada as alteracdes de sua estrutura pela adigdo de
grupos carboxilicos, seriam favoraveis a deposi¢ao de ions calcio diretamente na sua estrutura.

Acreditamos que as matrizes de coldgeno anidnico serdo, em curto prazo, uma opgao
altamente recomendavel para o tratamento de defeitos Osseos em locais de baixa demanda
mecanica. Essa caracteristica limitaria os sitios anatdomicos beneficiados: a regido cranio-oro-
facial seria a regido anatomica alvo para uso. A odontologia seria particularmente beneficiada,
ndo so6 pela eficacia de promover a regeneracdo Ossea, mas também pela diminui¢do da
cronologia de reparo, normalmente longa com o uso de outros materiais, acelerando a reabilitacao

do paciente.
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7. Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de trés matrizes de coldgeno anionico
no reparo de defeitos dsseos de tamanho critico. As matrizes avaliadas tinham como diferencial
entre si a densidade de cargas elétricas. Dois aspectos da resposta biologica as matrizes de
coldgeno aniodnico também foram avaliadas: a possivel incorporacdo de parte das matrizes
implantadas na matriz mineralizada do tecido 6sseo e a imobilizagdo de fatores de crescimento
envolvidos no processo de reparo Osseo. Amostras das trés matrizes foram implantadas em
defeitos 0sseos de 4 mm de didmetro criados em calotas cranianas de ratos; defeitos vazios foram
usados como controles. As calotas foram colhidas 3, 7, 15, 30, e 60 dias e 1 ano para analise
radiografica, histologica, incluindo analise de textura de imagens, e ultra-estrutural. Observamos
que duas das matrizes permitem uma rapida recuperagdo da estrutura dssea, no sexagésimo dia
duas matrizes induziram a total recuperacdo do defeitos criados. A matriz mais eletronegativa
ainda apresentava remanescentes de sua estrutura na periferia do osso neoformado. Porém, 1 ano
ap6s a implantagdo todos os defeitos que receberam qualquer uma das matrizes estavam
totalmente recuperados. O sitio de reparo 6sseo sofreu rapido remodelamento com uma tendéncia
a apresentar organizagdo semelhante ao tecido original da calota craniana. Observamos que as
matrizes de colageno anidnico sdo incorporadas ativamente na matriz dssea mineralizada, sem
sinais de reabsorcdo das matrizes antes do processo de mineraliza¢do iniciar. Dois fatores de
crescimento analisados o IGF-1(/nsulin-like Growth Factor-I) e as BMPs (Bone Morphogenetic
Protein) 2 e 4 foram encontrados em contado direto com as matrizes de colageno anidnico em
peridos iniciais da regeneracdo dos defeitos. Esses resultados indicam que as matrizes de

coldgeno anionico sdo biomateriais osteocondutores eficazes com potencial de aplicagdo clinica a
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curto prazo. Defeitos dsseos localizados em estruturas 6sseas de baixa de manda mecéanica seriam

os locais mais beneficiados com o uso dessas matrizes.

Palavras-chave: colageno tipo I, biomaterial, estimulo elétrico, osteogénese e

osteocondugao.
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8. Abstract

The objective of this study was to evaluate the efficacy of three anionic collagen matrices
in the repair of critical-size bone defects. The matrices differed in their electric charge density.
Two aspects of the biological response were also evaluated: the possible incorporation of part of
the matrices into mineralized bone matrix and the immobilization of growth factors involved in
the bone repair process. Samples of the matrices were implanted in 4-mm cranial bone defects
made in rats; empty defects were used as controls. The cranial bone were retrieved 3, 7, 15, 30,
60 days and 1 year and submitted to radiographical, histological, including image texture
analysis, and ultrastructural analysis. It was observed that two of the matrices allowed a quick
recovery of the bone structure, on the day 60, the matrices had stimulated the full recovery of the
bone defects. The most electronegative of the matrices still had remnants at the periphery of the
new formed bone. However, one year after implantation all defects that received one of the
matrices were fully recovered. The new formed bone quickly remodelled tending to show the
same organization as the original bone structure. It was observed that the anionic collagen
matrices were actively incorporated into the mineralized bone matrix, without signs of resorption
prior to the mineralization process. Two growth factors, the IGF-I (Insulin-like growth factor-I)
and the BMP (Bone morphogenetic protein) 2 and 4, were found in direct contact with the
structure of the anionic collagen matrices at the begining of the bone regeneration process. These
results show that the anionic collagen matrices are effective osteoconductive biomaterials,
showing potencial to be used clinically in a short term. Bone defects located at structures with
low mechanical demand would be the sites that would take most benefit from the use of these

matrices.
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