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Cultura de osteoblastos sobre membranas de colageno polianidonico:
avaliagao preliminar do potencial de indugao da formagao de tecido 6sseo

visando reparagao tecidual

Culture of osteoblasts on polyanionic collagen membranes: a preliminary
evaluation of the potential for induction of bone tissue formation aiming for

tissue repair

Marcelo R. Cunha', Arnaldo R. Santos Jr.!, Selma C. Genari'?

RESUMO

Atualmente, observa-se a alta de incidéncia de lesdes provocadas por traumas
e choques mecanicos causados por diferentes fatores, caracterizadas
principalmente pelas fraturas ésseas. Desta maneira, existe um interesse no
desenvolvimento de biomateriais que possam ser utilizados como implantes no
do tecido 6sseo, e que atuem como indutores do processo de reparagao ossea.
Matrizes extracelulares tridimensionais compostas de colageno apresentam a
vantagem de poder ser modificadas em suas propriedades mecanicas e
fisiolégicas por métodos fisicos ou quimicos, resultando em matrizes
carregadas positivo ou negativamente. O presente trabalho visa avaliar a
capacidade das membranas tridimensionais de colageno polianiénico e nativo
no processo de consolidacdo de fraturas com perda de massa Ossea.
Utilizamos osteoblastos cultivados sobre esses biomateriais antes do implante
no cranio de ratos linhagem Rowett nude. Observamos que os osteoblastos
cultivados sobre o colageno polianidbnico foram capazes de formar tecido
semelhante ao 6sseo nas membranas e preencher a area lesada nos implantes
realizados nos animais. Concluimos que as membranas de colageno
polianidbnico sao uma alternativa viavel para a reconstrugéo tecidual e

engenharia de tecidos.

1 Docentes do Instituto de Ciéncias Biologicas, Centro Regional Universitario de Espirito Santo do Pinhal (UNIPINHAL), Espirito
Santo do Pinhal, SP. CEP 13990-000, Espirito Santo do Pinhal, SP.

2 . L . . .
Autor para envio de correspondéncia. e-mail: sgenari@nutricell.com.br

Bol. Med. Vet. — UNIPINHAL - Espirito Santo do Pinhal - SP, v. 01, n. 01, jan./dez. 2005



74

Palavras chave: Colageno polianibnico, regeneragédo tecidual, cultura de

células, osteoblastos, tecido dsseo.

ABSTRACT

At present, There are a high of incidence of wounds promoted by traumas and
mechanical shocks caused by different factors, characterized mainly by bone
fractures. Of this way, exist an interest in the development of biomaterials that
can be used as implants in bone tissue for bone repair. Three-dimensional
extracellular matrices composed of collagen present the advantage of be able
to will be modified in his physiological and mechanical estates by physical or
chemical approaches, resulting in positive or negatively loaded matrices. The
present work is going to evaluate the capacity of the three-dimensional
membranes of native and polyanionic collagen in the fractures consolidation
trial with loss of bone mass. We used osteoblasts cultured on those
biomateriais before of its implants in the skull of Rowett nude lineage mice. We
observe that the osteoblasts cultured on polyanionic collagen were capable to
form a bone-like tissue structure in the membranes and fill the damaged area in
implants carried out in animals. We conclude that the polyanionic collagen
membranes are a viable alternative for the tissue reconstruction and

engineering.
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INTRODUGAO

Defeitos com perda de massa Ossea resultante de fraturas patoldgicas
ou traumaticas, desenvolvimento anormal do esqueleto e ressecgcdo de
tumores, frequentemente sdo reparados com utilizagdo de enxertos OGsseos
autogenos. Os enxertos 0sseos autdogenos sao considerados vantajosos uma
vez que evitam complicagcdes de rejeicdo imunoldgica e fornecem células que
podem imediatamente comecar o processo regenerativo (ISHAUG-RILEY ET
AL., 1997). No entanto, eles apresentam algumas desvantagens como:
morbidade da area doadora, reabsorgdo poOs-operatorio, contornos irregulares
dos enxertos angulares (MARK ET AL., 1990) e complicagdes como dor
cronica e lesbes vasculares durante o procedimento cirurgico (YOUNGER E
CHAPMAN, 1989). Além disso, a incorporacao deste enxerto pode sofrer
influéncias de outros fatores como presenga ou auséncia do periosteo,
orientagdo do enxerto, viabilidade do enxerto ésseo vascularizado, tipo de
fixacdo, posicdo do enxerto em relagcdo ao stress mecanico e origem
embrionaria (HARDESTY E MARSH, 1990). Outro ponto negativo dessa
técnica é a dificil obtengdo do enxerto, quando solicitado em grande quantidade
(BROWN ET AL., 1976; RISH ET AL., 1976).

Diante das limitacbes da utilizagdo dos enxertos Osseos autdgenos,
alguns materiais biocompativeis vém sendo pesquisados para substitui-los na
aplicacao clinica, tais como as ceramicas, metais, silicone, polimetilmetacrilato,
polietileno (BREITBART ET AL., 1998). Contudo, os efeitos citotoxicos de
alguns desses biomateriais constitui uma contra-indicagédo ao seu uso (WEISS
E REDDY, 1981), além da dificuldade do material em moldar o contorno do
defeito 6sseo, baixa resisténcia mecanica, demora na incorporagdo com o
0sso, estando também sujeitos ao processo de corrosdo nos casos dos
implantes metalicos, aumentando assim o progndstico a reparagao total da
falha 6ssea.

O colageno é considerado um dos mais proveitosos biomateriais (CHEN
ET AL., 2000). A boa biocompatibilidade e seguranga devido as suas
caracteristicas biolégicas tornam-o um recurso fundamental a aplicagcéo

meédica. Devido a sua atividade osteoindutiva, o colageno é considerado um
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bom substituto 6sseo. Além disso, a matriz colagénica estimula a migracao e
infiltrac&o celular, suporta a proliferagdo celular, ou seja, possui propriedades
importantes para facilitar o processo regenerativo (TUAN ET AL., 1994). Uma
atengcdo especial esta voltada para membranas de colageno na forma de
Matrizes Extracelulares artificiais (MECa) devido a sua indugédo a mineralizagao
e a sintese de células osteogenéticas além de sua biocompatibilidade,
caracteristicas essenciais para um biomaterial quando utilizado como enxerto
0sseo.

A utilizagdo de MECa composta de colageno/elastina ainda apresenta a
vantagem de sofrer alteracdes nas propriedades por modificagdes quimicas do
colageno que trazem melhora nas propriedades mecanicas e fisiolégicas do
MECa (SINGH ET AL., 1995; JAYAHRISHNAM E JAMELA, 1996). Com as
vantagens das membranas poliméricas naturais, como o colageno, em relagao
aos demais tipos de enxertia, o presente trabalho visa avaliar a capacidade das
membranas tridimensionais de MECa de colageno/elastina nativa e
membranas de colageno anidnico/elastina no processo de consolidacdo de
uma fratura com perda de massa Ossea, como sera simulado em animais
experimentais, definindo assim, as propriedades destes tipos de materiais e a

sua respectiva viabilidade como substituto ésseo.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao dos materiais — MECa

A matéria prima utilizada para a preparacdo das membranas tridimensionais de
colageno/elastina para a obtencdo das Matrizes Extracelulares artificiais
(MECa), foi obtida a partir de Pericardio Bovino (PB), fornecido pela Braile
Biomédica S/A de Sao José do Rio Preto. A MECa foi preparada e fornecida
pelo Instituto de Quimica de Sao Carlos, da USP, sob supervisao do Prof. Dr.
Gilberto Goissis. As amostras obtidas sob as quais serdo cultivados
osteoblastos s&o: membranas tridimensionais de MECa de colageno/elastina

anidénicas com tempo de tratamento alcalino de 48horas.
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Cultura Celular

As células utilizadas nesse trabalho foram a OF COLL Il (linhagem de
osteoblastos de camundongo, fornecidos pelo Banco de Células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro). Essas células foram cultivadas em
meio Ham F-12 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO - USA), suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB - Nutricell, Campinas, SP - Brasil) a 37°C e
mantidas no Laboratério de Cultura Celular do Departamento de Biologia
Celular da UNICAMP. As células forma cultivadas sob membranas
tridimensionais de MECa de colageno/elastina anibnicas com tempo de

tratamento alcalino de 48 horas.

Estudo in vivo

O presente trabalho utilizou-se animais da linhagem Roweftt nude, fornecidos
pelo CEMIB da UNICAMP. Para o procedimento cirurgico, inicialmente os
animais foram pesados e anestesiados com solu¢gao de Ketamina (Francootar)
e Cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%) na proporgéo 1:1 e na dose 0,10 ml/100
gramas de massa corporal, via muscular. Com os animais posicionados em
decubito ventral e com auxilio de bisturi, realizou-se uma incisdo longitudinal
mediana na pele da calota craniana. Com o osso parietal esquerdo exposto, foi
feita uma falha no mesmo usando uma broca trefina de 6 mm de diametro
acoplado a um mini-motor. Em seguida, a falha foi preenchida com uma
membrana de coldgeno com células osteoblasticas (ver cultura celular) em
forma de disco tendo cerca de 7 mm de diadmetro. A pele foi reposta e suturada

usando fio de algodao 4.0.

Estudo macroscépico

Imediatamente ao sacrificio, as calotas cranianas foram retiradas e
fotografadas para observar a presenga de sinais de rejeicdo ao implante e
também o comportamento da membrana quanto a sua integragdo com o tecido

0sseo.
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Estudo histolégico

Apdés 8 semanas, os animais foram sacrificados e as calotas cranianas
retiradas e submetidas aos métodos histolégicos de rotina (fixagéo, incluséo e
corte) e coloragdo com hematoxilina e eosina. As amostras obtidas foram

fotografadas em microscépio 6ptico Olympus modelo CX40.

Estudo radiografico
As radiografias dos cranios dos animais foram feitas em um aparelho
radiografico Rigaku RU-200 com ponto focal de 0,8 x 0,8mm, com utilizagao de

peliculas radiograficas odontolégicas oclusais Kodak de tamanho 7,6 x 5,7mm.

RESULTADOS

Analise macroscoépica

N&o se observou a formagéo de calo 6sseo apdés 8 semanas do implante. A
membrana de colageno/elastina implantada pdde ser facilmente identificada,
sem evidéncias de alteragdes patoldgicas locais (Fig. 1). Assim sendo, pelos
aspectos macroscoépicos, este tipo de biomaterial colagénico demonstra

apresentar uma boa interatividade com o tecido 6sseo.

Figura 1. Calota craniana vista superior (A) e inferior (B). Notar o implante de
membrana de colageno com tempo de tratamento alcalino de 48 horas (seta
fina) e a sua completa integracao (seta espessa) com a margem éssea do 0sso

parietal. Ndo ha sinais de rejeicao imunologica ao implante.
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Analise radiolégica

Nos animais que receberam por 8 semanas implantes de membranas de
colageno com 48 horas de tratamento alcalino ficou evidente, uma depressao
na calota craniana devido a falha &ssea produzida. Neste sitio pdde ser
observada uma linha éssea radiopaca na parte superior unindo as margens
O0sseas do osso parietal, o que comprova a neoformacado dssea e o inicio da
reparagao ossea. Na margem anterior da area receptora, observa-se também

um ponto ésseo mais radiopaco e espesso (Fig. 2).

Figuras 2. Imagem radiografica dos animais com 8 semanas de implante das
membranas de colageno de 48 horas de tratamento alcalino. Observe a vista
lateral (A) e superior (B) da implantagcdo na calota craniana. Note a depressé&o
Ossea (seta pequena) na calota craniana e pontos mais radiopacos do 0sso na
parte anterior da falha 6ssea (seta espessa). Notar a linha 6ssea unindo a

margem anterior com a posterior na area receptora (cabecga da seta).

Analise histolégica.

Apos 8 semanas da implantagdo da membrana de colageno/elastina, notou-se
a neoformacao de tecido 6sseo na area receptora. Nas margens da falha éssea
observou que 0 0sso jovem apresentava-se volumoso quando comparado com
a cortical 6ssea do parietal. O osso formado havia areas com caracteristicas de
osso imaturo, ou seja, com ostedcitos volumosos, arredondados que se
dispunham proximos uns aos outros e em varias direcbes, sem orientacio
definida. Em outras regides, o osso neoformado apresentou caracteristicas de

0sso maturo, com ostedcitos achatados, dispostos organizadamente e em
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pequena proporgcao (Fig. 3A). O osso formado projetava-se em diregdo a
membrana de colageno, obtendo assim uma boa osteointegragéo. Verificaram-
se também pequenos pontos isolados de neoformacdo éssea no interior da
membrana de colageno (Fig. 3B e 3C). Em outros pontos do local do implante,
puderam ser observados no interior das membranas, grandes pontos de

neoformacao 6ssea (Fig. 3D).

Figuras 3. Corte transversal do osso parietal do animal apés 8 semanas da
implantagdo de membrana de colageno 48 horas de tratamento alcalino,
corados com HE. Na figura 3A, notar osso neoformado (NE) volumoso
comparado com a cortical do parietal (C). Na figura 3B, observar projecao
(setas finas) do osso formado em direcdo a membrana de colageno (M) e
pontos 0sseos isolados (setas espessas) no interior da membrana. Nas figuras
3C e 3D, verificar pequenos e grandes pontos (cabecas das setas) de

neoformacgéo 6ssea (NE) na membrana de colageno (aumento 200x).
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DISCUSSAO

Atualmente, observa-se uma alta de incidéncia de lesdes provocadas
por traumas e choques mecanicos causados por diferentes fatores, sendo que
pelo menos 2/3 das lesbes que acometem o homem envolvem o sistema
musculo-esquelético. Essas lesdes sdo caracterizadas principalmente por
fraturas Osseas e sdo responsaveis por grandes investimentos no setor da
saude (SALTER, 2001). Desta maneira, existe um interesse no
desenvolvimento e aperfeicoamento de biomateriais que possam ser utilizados
na substituigdo do tecido 6sseo, e mais ainda, que atuem como indutores do
processo de reparacao ossea. Grande interesse se apresenta também no
desenvolvimento de metodologias que possibilitem uma melhor regeneragao do
osso lesado. Dentre essas novas tecnologias, a engenharia de tecidos tem
obtido destaque.

As aplicagbes da bioengenharia de tecidos vém permitindo a utilizagao
de células autégenas (do préprio paciente) cultivadas sobre moldes de
materiais biocompativeis, os quais sdo posteriormente reimplantadas ao tecido
lesado. Essa metodologia abre grandes perspectivas de aplicagdo na area
meédica, permitindo a realizacdo de implantes de enxertos em tecidos lesados
com maior beneficio ao paciente, pois pela utilizagdo desta metodologia,
apenas um pequeno numero de ceélulas serdo necessarias inicialmente, as
quais serao expandidas in vitro, e também pelo fato de que evitara problemas
imunoldgicos como a rejeigao dos transplantes ndo autogenos (TEMENOFF E
MIKOS, 2000).

Desde 1960, membranas poliméricas tém sido usadas em animais para
facilitar o reparo de defeitos 6sseos. Tem sido aceito que essas membranas
agem como barreira na prevengao do crescimento de tecido conjuntivo junto ao
defeito, permitindo somente a neoformacgao éssea. Ultimamente, as aplicagdes
de membranas poliméricas tém sido direcionadas ao tratamento de grandes
defeitos na diafise 6ssea. Essas membranas podem ser usadas de forma
isolada ou associadas a substancias osteogénicas. Tais membranas podem ser

preparadas usando polimeros bioabsorviveis ou ndo. Polimeros naturais como
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colageno, proteoglicanos, glicosamionoglicanos e elastina além de
biocompativel, participam no controle da estrutura do tecido e na regulagéo do
fendtipo celular. Assim, o colageno, principal composto organico do tecido
0sseo, vem sendo amplamente usado como material na fabricacdo de
biomateriais (KIM E MOONEY, 1998).

Considerando que a matriz extracelular envolve as células e promove a
integracdo morfofuncional dos tecidos, a utilizagdo de implantes que simulam
essa matriz € uma tendéncia na area de biologia regenerativa. A matriz
extracelular do osso é composta por 90% de proteinas colagénicas (97%
colageno tipo | e 3% colageno tipo V) e 10 % de proteinas nao colagenas
(osteocalcina, osteonectina, proteoglicanos, fibronectina, fatores de
crescimento, proteinas morfogenéticas, e outros). Todas essas proteinas séo
sintetizadas por osteoblastos e muitas estdo envolvidas na adesdo. Num
estudo clinico, membranas de colageno foram implantadas em fissuras bucais
de pacientes com o intuito de avaliar a ossificacdo do defeito 6sseo apos
cirurgia na boca. Dentro de um periodo de observacdo de 9 meses observou
maior formagao 6ssea na membrana comparado com o controle. Além disso, a
membrana ndo induziu resposta imunoldgica. Este resultado sugere essas
membranas como uma nova ferramenta a aplicagdo em cirurgias dentais e guia
para regeneragao ossea (SCHLEGEL ET AL., 1997).

A utilizacdo de uma MECa composta de colageno/elastina ainda
apresenta a vantagem de sofrer alteragdes nas propriedades por modificagdes
quimicas do colageno, resultando em matrizes carregadas positivo ou
negativamente (REID ET AL., 1993; SINGH ET AL., 1995; JAYAHRISHNAM E
JAMELA, 1996). Tais modificacbes podem melhorar as propriedades
mecanicas e fisioldgicas do MECa. A principal caracteristica do aumento de
cargas negativas estd no melhoramento das propriedades dielétricas em
relacdo aquelas encontradas no colageno nativo. Krukowski et al. (1991)
mostraram que superficies carregadas positivamente induziram a formacéao de
tecido conjuntivo. Por outro lado, quando carregadas negativamente
estimularam a formacgao de tecido ésseo intramedular.

O colageno em combinagdo com outros polimeros vem sendo usado

como implante visando a correcdo de defeitos ortopédicos, promog¢ao da
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regeneragcao de fraturas, ou em processos de osteosintese. Em um
experimento classico, colageno obtido de osso desmineralizado foi usado,
como material de enxertia 6ssea para o tratamento de alteracbes Osseas
congénitas e adquiridas, na forma nativa ou em combinagdo com hidroxiapatita.
O resultado deste estudo mostrou que o colageno de osso desmineralizado
enxertado em combinagdo com a hidroxiapatita, foi um excelente material
osteoindutivo, podendo assim, ser usado como substituto 6sseo (Takaoka et al,
1988).

Goissis et al. (2003) avaliando colageno polianidbnico como suporte a
reconstrugdo de tecido 6sseo, observou que colageno anidnico in vitro foi
capaz de induzir depdsito de sais de fosfato de calcio, sugerindo assim que
mudangas dielétricas na matriz colagénica pode ter sido o indutor ao processo
de mineralizagédo do colageno in vitro, como um sistema semelhante ao estagio
de mineralizagdo do 0sso.

Nesse trabalho observamos que as membranas de colageno anibnico,
submetidos a um tratamento alcalino por 48h, foram capazes de sustentar o
crescimento de osteoblasto por cerca de 8 semanas. Além disso, observamos
a formacgao de tecido 6sseo no interior dessas membranas, sugerindo que as
mesmas estimulam a formacdo de matriz éssea por parte dos osteoblastos.
Com estes resultados pode-se notar que a membrana de colageno apresenta
osteocondutividade, caracterizando assim um método alternativo e promissor

na area clinica de implantologia e na engenharia de tecidos.
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