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RESUMO 

HIRATA, H.H. Viabilidade das matrizes de colágeno derivadas do pericárdio e 
da serosa de intestino bovino no reparo de defeitos cranianos em ratas 
ovariectomizadas, 2013. 80f. Dissertação (Mestrado), Programa de Pós-
Graduação Interunidades Bioengenharia � EESC / FMRP / IQSC, Universidade de 
São Paulo, São Carlos, 2013. 

Introdução: O desenvolvimento e aperfeiçoamento de biomateriais têm 
aumentado consideravelmente, devido às limitações clínicas do uso do enxerto 
ósseo autólogo em casos de reparo de graves lesões ósseas. Porém, as 
condições de saúde do tecido ósseo podem influenciar na capacidade 
osteogênica desses implantes como nos casos de osteoporose provocada por 
deficiência hormonal. Objetivos: O presente trabalho avaliou a capacidade 
osteogênica de matrizes de colágeno aniônicas derivadas do pericárdio bovino e 
da serosa do intestino bovino, quando implantadas em lesões cranianas de ratas 
ovariectomizadas. Material e Métodos: Foram utilizadas 30 ratas (Rattus 
norvegicus, Wistar), com aproximadamente, 12 semanas de idade e peso médio 
de 300 gramas. Os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico com a 
finalidade de criação de um defeito na calota craniana. As ratas foram distribuídas 
em grupo controle (não ovariectomizados) e grupo ovariectomizado. Cada grupo 
foi dividido em 3 subgrupos, sendo que um deles teve as falhas não preenchidas 
com biomateriais e os outros 2 subgrupos receberam as matrizes de colágeno de 
pericárdio bovino e da serosa de intestino bovino, respectivamente. O sacrifício 
dos animais ocorreu 8 semanas pós-cirúrgico da calota craniana. Em seguida, as 
amostras foram fotodocumentadas, radiografadas e submetidas aos 
procedimentos histotécnicos de rotina para a confecção das lâminas histológicas. 
A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina de 
Jundiaí, protocolo nº 301/12. Resultados: As análises macroscópica, radiológica e 
microscópica demonstraram a biocompatibilidade das matrizes de colágeno 
implantadas. Histologicamente, observou-se que nas ratas não ovariectomizadas, 
houve discreta neoformação óssea na área cirúrgica preenchida com as matrizes 
sendo ainda menor nas ratas ovariectomizadas. O volume de osso formado com 
defeito, nos grupos não ovariectomizados, foi 7,83±1,32, 21,33±1,96, 22,83±0,98, 
sendo estatisticamente maiores ao comparar com os valores dos grupos 
ovariectomizados que foram 3,16±0,75, 16,83±0,98 e 16,16±0,75. Conclusões: 
As matrizes de colágeno utilizadas foram biocompatíveis com o tecido ósseo 
receptor, porém com baixa capacidade osteogênica, não ocorrendo sua 
osteointegração. Nos animais ovariectomizados, ficou ainda mais acentuado o 
comprometimento do reparo ósseo. 

Palavras-chave: biomaterial, colágeno, osteointegração, osteoporose. 
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ABSTRACT 

HIRATA, H.H. Viability of collagen matrices derived from bovine intestine 
pericardium and serous repair in cranial defects in ovariectomized rats, 2013. 
80f. Dissertação (Mestrado), Programa de Pós-Graduação Interunidades 
Bioengenharia � EESC / FMRP / IQSC, Universidade de São Paulo, São Carlos, 
2013. 

Introduction: The development and improvement of biomaterials have increased 
considerably due to the limitations of the clinical use of autologous bone graft in 
cases of serious repair bone injuries. However the health of the bone can influence 
the osteogenic capacity of these implants as in osteoporosis caused by hormone 
deficiency. Objectives: This study evaluated the osteogenic capacity of anionic 
collagen sponges derived from the bovine pericardium and serous bovine intestine 
when implanted in head injuries of ovariectomized rats. Material and Methods:
We used 30 female rats (Rattus norvegicus, Wistar), with approximately 12 weeks 
of age and weighing 300 grams. The animals underwent the surgical procedure for 
the purpose of creating a defect in the skull. The rats were divided into control 
group (non-ovariectomized) and ovariectomized group. Each group was divided 
into 3 subgroups, one of which had not filled the gaps with biomaterials and the 
other two subgroups received the collagen sponges bovine pericardium and 
serous bovine intestine, respectively. The animals were sacrificed 8 weeks after 
surgery of the skull. Then the samples were photo documented, radiographed and 
submitted to routine histotechnical procedures for the preparation of histological 
slides. The study was approved by the Ethics Committee of the Faculty of 
Medicine of Jundiaí, protocol number 301/12. Results: The macroscopic, 
microscopic and radiological demonstrated the biocompatibility of collagen 
sponges implanted. Histologically, it was observed that the non-ovariectomized 
rats, there was a slight new bone formation at the surgical site filled with mothers 
being even lower in ovariectomized rats. The volume of bone formed defective, 
non-ovariectomized groups groups was 7.83 ± 1:32, 21:33 ± 1.96, 22.83 ± 0.98, 
being statistically higher when compared with the values of ovariectomized animals 
that were 3.16 ± 0.75, 16.83 ± 0.98 and 0.75 ± 16:16. Conclusions: Collagen 
sponges were biocompatible with bone tissue receptor, but with lower osteogenic 
capacity, not its osseointegration occurring. In ovariectomized animals, became 
even more pronounced impairment of bone repair. 

Keywords: biomaterials, collagen, osseointegration, osteoporosis. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Biologia Óssea 

 

          O tecido ósseo é o constituinte principal do esqueleto e suas funções estão 

relacionadas à sustentação e proteção dos órgãos vitais do organismo. 

Proporciona apoio aos músculos esqueléticos, transformando suas contrações em 

movimentos úteis, e constitui um sistema de alavancas que amplia as forças 

geradas pela contração muscular. Além disso, constitui um depósito de cálcio, 

fosfato e outros íons, liberando-os de forma controlada (MARTINI, 1998; BRYAN; 

TORTORA, 2005; CONFAVREUX, 2010).   

          O tecido ósseo é formado por células e material extracelular calcificado, 

chamado de matriz óssea. A nutrição de uma das células formadoras do tecido 

ósseo (osteócitos) depende dos canalículos presentes na matriz, que possibilitam 

as trocas de íons e moléculas entre os capilares e estas células ósseas. Os ossos 

são recobertos na sua face interna (endósteo) e externa (periósteo) por uma 

camada de tecido que possui células osteogênicas. Quatro tipos de células 

compõem a matriz celular do tecido ósseo: osteoprogenitoras, osteoblastos, 

osteócitos e osteoclastos (KIERSZENBAUM, 2008). 

          As células osteoprogenitoras são células tronco mesenquimais, encontradas 

na camada mais interna do periósteo, cavidades medulares, canais de Havers e 

de Volkmann. A sua capacidade de proliferação e diferenciação dão origem aos 

osteoblastos (SMITH et al., 2012). Os osteoblastos são responsáveis pela 

produção da matriz óssea durante a formação ou a regeneração do tecido ósseo. 

Atuam na síntese e secreção da matriz orgânica extracelular do osso, incluindo o 

colágeno – principalmente do tipo I, osteocalcina, osteopontina, osteonectina, 

fosfatase alcalina, proteoglicanos, bem como os fatores de regulação do 

crescimento que são armazenados dentro da matriz óssea (EVERTS et al., 2002; 

UCHIHASHI et al., 2012). Os osteócitos são alguns osteoblastos que, após a 

calcificação, ficam aprisionados em lacunas na matriz óssea mineralizada e em 

um estado morfofuncional diferente dos osteoblastos. As lacunas possuem uma 

série de canalículos que são ocupados por finas extensões do citoplasma dos 

osteócitos, permitindo o contato entre as células adjacentes e as trocas 
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metabólicas intercelulares. Uma das funções do osteócito é a sua participação 

como célula responsável pela tradução da força mecânica imposta ao osso em 

sinais bioquímicos que regulam o metabolismo ósseo. (PALUMBO et al., 2001; 

MACKIE, 2003; BONEWALD, 2004; TATE et al., 2004; RUBIN; RUBIN;   JACOBS, 

2006; ERIKSEN, 2010). Os osteoclastos são células gigantes móveis, 

multinucleadas e promotoras da osteólise, que degradam o osso para iniciar a 

remodelação óssea normal e mediar a perda óssea em condições patológicas, 

aumentando a sua atividade de reabsorção. São encontrados em valas na 

superfície do osso, chamadas de baías de reabsorção ou lacunas de Howship, e 

são caracterizados por um citoplasma com uma solução homogênea. São 

originados a partir da diferenciação de células mononucleadas hematopoiéticas, 

portanto é o grupo celular ósseo que não apresenta a mesma linhagem celular 

dos demais grupos de células ósseas. (VAANANEN  et  al., 2000; BOYCE; YAO; 

XING, 2009, PASTOR, 2013). 

          A matriz extracelular do osso contém componentes orgânicos (30%), 

inorgânicos (60%) e células ósseas (10%) (ROBEY; BOSKEY, 2008). A parte 

orgânica é determinante para a estrutura e propriedades mecânicas ósseas, 

sendo composta pelas células do tecido ósseo e osteoide (pré-osso). A matriz 

óssea é formada principalmente por colágeno tipo I e II e por outras moléculas 

como citoquinas, fatores de crescimento e  proteínas (BOSMAN; STAMENKOVIC, 

2003; LAURENCIN, 2004; FERNANDEZ et al., 2006; ROBEY; BOSKEY, 2008). A 

parte inorgânica (mineral) é composta por grandes quantidades de cálcio, fosfato 

e carbonato na forma de pequenos cristais de hidroxiapatita e menores 

quantidades de magnésio, sódio, potássio, manganês e flúor em associação às 

fibras de colágeno (FERNANDEZ  et  al., 2006; ALLORI; SAILON; WARREN, 

2008). A parte inorgânica também confere a sua resistência biomecânica, porém 

os ossos estão sujeitos a sofrer lesões devido à solicitação de cargas e impacto 

de alta energia a que são submetidos como no caso das fraturas (ALLORI; 

SAILON; WARREN, 2008).           

          As fraturas resultam na perda da estabilidade mecânica, descontinuidade e 

destruição parcial do suprimento sanguíneo do tecido ósseo (EINHORN, 1996). 

Este processo envolve as fases de coagulação, inflamação, formação do calo 

mole e duro e a remodelação. Após o trauma, sempre há lesão dos vasos seguida 
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por hemorragia, além da perda da matriz e morte celular do local da lesão, 

eventos que desencadeiam a fase inflamatória (DIMITRIOU et al., 2011). 

          Na fase de reparo, o coágulo que se forma devido ao extravasamento de 

sangue é reabsorvido com os restos celulares e de matriz extracelular.  O pico da 

resposta inflamatória aguda ocorre dentro das primeiras vinte e quatro horas, 

quando ocorre a proliferação das células do periósteo, iniciando assim a fase de 

reparação óssea e remodelação (LUDWIG; BODEN, 1999; ALLORI; SAILON; 

WARREN, 2008). Durante a remodelação, ocorre aumento no número de vasos e 

células, produção de colágeno, proteoglicanos e lipídeos, determinando o início da 

fase de formação do calo cartilaginoso (KLEIN et al., 2003),  que será substituído 

pelo calo ósseo ainda irregular e sob remodelação constante, ao mesmo tempo 

em que aumenta a revascularização (SCHINDELER et al., 2008; HUTMACHER; 

SITTINGER, 2003). Esse período é chamado de fase de formação do calo ósseo 

e representa a forma mais atuante da osteogênese, com altos níveis de ação 

osteoblástica e de formação de matriz óssea mineralizada, o que resulta em áreas 

de estabilidade óssea (NASCIMENTO et al., 2006; AI-AQ et al., 2008).  

          Após a substituição completa de tecido ósseo, inicia-se a fase da 

remodelação com fibras de colágeno mais denso e orientação determinada e 

ordenada entre as lamelas. Quando a extensão da lesão óssea é significativa, a 

região é rapidamente preenchida por tecido conjuntivo adjacente, pois, apesar do 

alto potencial de regeneração do tecido ósseo, o conjuntivo apresenta maior 

velocidade de proliferação e migração (GROENEVELD et al., 1999).  

          A ruptura óssea é restabelecida dentro de um processo regenerativo 

biológico. O rompimento dos vasos promove áreas de isquemia e necrose óssea. 

O hematoma formado carrega plaquetas contendo citoquinas (IL-1 e IL-2) e 

diversos fatores de crescimento (TGF-�, PDGF, IGF, BMP �s) para estimular a 

formação de matriz óssea e de osso imaturo (ANDERSON, 2001). Imediatamente, 

células osteoclásticas iniciam a fase de absorção do material necrótico, 

proporcionando condições para angiogênese e transformação de células 

osteogênicas em osteoblastos, produtor de matriz de colágeno extracelular. A 

comunicação entre os osteoblastos envolvidos pela matriz extracelular ocorre pela 

formação de canalículos responsáveis pela nutrição e mais tarde dará origem ao 

trabeculado ósseo. A proliferação osteoblástica originará a reparação entre as 
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extremidades da fratura e, por fim, a fase de maturação e remodelação com a 

deposição maciça de cálcio em todo o trabeculado arquitetônico na formação de 

calo ósseo que posteriormente será reabsorvido, completando assim a 

cicatrização óssea (DAVIES, 2000; ANDERSON, 2001). Porém, nos casos em 

que a fratura seja de alta energia ou do tipo cominutiva, ambas as situações 

acompanhadas por perda de massa óssea, todo o processo biológico natural 

torna-se comprometido e incapaz de promover o reparo ósseo total. Neste caso, 

faz-se necessária a utilização de implantes metálicos para estabilização das 

extremidades, e/ou enxertos ósseos para preenchimento ósseo e como fonte 

aceleradora e osteoindutora do reparo ósseo.  

 

1.2. Enxertos Ósseos Naturais 

 

          Enxerto ósseo é um arcabouço que direciona e facilita a proliferação de 

células regeneradoras de osso e vasos, além de ocupar o espaço impedindo a 

formação de tecido conjuntivo fibroelástico que compromete a consolidação 

óssea.  Os enxertos relacionados  a genética são classificados como autoenxertos 

ou enxerto autólogo, isoenxertos ou enxerto homólogo, aloenxertos e os 

xenoenxertos. Dentre esses, o padrão ouro de escolha definido por muitos autores 

é o enxerto ósseo autólogo pelo fato de não induzir reação imunológica, 

proporcionar a osteogênese e ser substituído totalmente por osso do leito receptor 

(KELLER; TRIPLETT, 1987; YOUNGER; CHAPMANN, 1989). Também tem a 

vantagem de ser um osteocondutor como meio que viabiliza a formação óssea e 

um osteoindutor pela capacidade de estimular a proliferação e diferenciação de 

células mesenquimatosas em  tecido ósseo. Comumente, os enxertos autólogos 

provêm de ossos da crista ilíaca e costelas e podem ser compostos de substância 

cortical, esponjosa ou a combinação de ambos. 

          Apesar das vantagens do enxerto autólogo, existem algumas limitações que 

comprometem a sua utilização em vários procedimentos cirúrgicos, como  

morbidade da área doadora, reabsorção do enxerto pós-operatória, contornos 

irregulares dos enxertos angulares (BAUER; MUSCHLER, 2000; GIANNOUDIS; 

DINOPOULOS;  TSIRIDIS, 2005), complicações como dor crônica e lesões 

vasculares, (YOUNGER; CHAPMAN, 1989), formação de hérnia abdominal, 
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hemorragia difusional, parestesia por lesão do nervo cutâneo lateral da coxa, 

complicações na cicatrização de feridas, cirurgia adicional, dor de doadores e uma 

oferta insuficiente de osso para preencher a lacuna (KELLER,  TRIPLETT, 1987; 

YOUNGER; CHAPMANN, 1989; MONTGOMERY et al., 1990; BANWART; 

ASCHER;  HASSANEIN, 1995).  Além disso, a incorporação deste tipo de enxerto 

sofre influências de outros fatores como o periósteo, orientação do enxerto, 

vascularização, tipo de fixação e origem embrionária (HARDESTY; MARSH, 

1990). Pacientes idosos com morbidades realçam as desvantagens anteriores 

(LANE; SAFDAR, 2000) e, em criança, o uso é limitado pelo baixo volume de 

reserva óssea com risco de sangramento excessivo e cicatrizes dolorosas. 

Existem outros tipos de enxertos naturais derivados de ossos cadavéricos, mas 

têm problemas de reações imunogênicas e risco de contraírem doenças 

transmissíveis (HIV e hepatite), a partir de tecidos e fluidos. Essas limitações e 

preocupações criaram um interesse substancial no desenvolvimento de materiais 

artificiais como substitutos ósseos. Diversas pesquisas na área de engenharia de 

materiais e tecidos vêm explorando o desenvolvimento de biomateriais com a 

capacidade osteogênica, osteoindutora e osteocondutora necessária para sua 

osteointegração com o tecido ósseo (REGNER et al., 1998; FINKEMEIER, 2002). 

 

 

1.3. Enxertos Ósseos Sintéticos: Biomateriais 

 

          O termo Biomaterial foi oficializado na conferência de Chester em 1991, 

como “material destinado a interagir ou interfacear com sistemas biológicos para 

avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, órgão ou função do 

organismo” (WILLIAMS  et al., 1991; RATNER; BRYANT, 2004). Para ser 

considerado um biomaterial eletivo, alguns critérios importantes são necessários: 

manter suas propriedades e características estruturais; permitir adesão celular a 

sua superfície; ter resistência mecânica adequada; grande disponibilidade; baixo 

custo; ser biocompatível (PROUBASTA; MUR; PLANELL, 1997), biodegradável, 

bioabsorvível, esterilizável; não ter indícios oncológicos; mimetizar o formato 

desejado; estrutura estável; rapidez na incorporação com o tecido ósseo; 

promoção de osteocondução e gerar pouca ou nenhuma complicação associada 

ao seu uso (WILLIAMS, 1999).  
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O comportamento biológico dos biomateriais, em relação à resposta do 

tecido hospedeiro, foi classificado da seguinte maneira (BAUER; MUSCHLER, 

2000): 

• Bioinertes: não provocam reação de corpo estranho no organismo e tem 

ligação direta ao tecido receptor. Exemplos: titânio, zircônia e alumina. 

• Biotolerados: moderadamente aceitos pelo tecido receptor, sendo 

geralmente envolvidos por uma cápsula fibrosa. Exemplos: aço 

inoxidável, ligas de cromo-cobalto e o polimetilmetacrilato (PMMA). 

• Bioativos: interação direta aos tecidos vivos como no caso das 

cerâmicas à base de hidroxiapatita, possuindo em sua composição os 

íons de cálcio e fósforo que vão estabelecer uma ponte química com o 

osso envolvente.  

• Reabsorvíveis: lentamente degradáveis e gradualmente substituídos 

pelos tecidos onde são implantados. Exemplos: fosfato tricálcico e 

vidros bioativos. 

          Pesquisa com biomateriais para implantação óssea e substituição foi 

ampliado consideravelmente ao longo das últimas quatro décadas. Nos últimos 

anos, um progresso significativo tem sido notado no transplante de órgãos, 

cirurgia de reconstrução e o uso de próteses artificiais para tratar a perda ou falha 

de um órgão ou de tecido ósseo. Porém na conceituação moderna, biomateriais 

não devem ter como função apenas o preenchimento de espaço (HENCH; 

WILSON, 1998; WILLIAMS, 1999). Eles devem estimular uma resposta biológica 

específica, a qual depende de algumas propriedades particulares intrínsecas do 

material, como a distribuição eletrônica, arranjo tridimensional, formação 

molecular, propriedades piezoelétricas, porosidade e as propriedades físico-

químicas específicas. Atendendo a estas exigências, alguns biomaterias vêm se 

destacando na Engenharia Tecidual como no caso dos polímeros (NAIR; 

LAURENCIN, 2007).  

          Materiais compostos de polímeros naturais estão se tornando cada vez 

mais importantes como substrato ou plataforma para a engenharia de tecido 

ósseo. A nova  geração de biomateriais deve combinar materiais bioativos e 

reabsorvíveis, que imitam a função natural do osso e ativam mecanismos in vivo 

de regeneração tecidual. Os materiais compostos com base em combinações de 

polímeros biodegradáveis e cerâmicas bioativas, incluindo a hidroxiapatita são 
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discutidos como materiais apropriados para a fabricação de suporte para 

crescimento e regeneração óssea. Estes compostos exibem propriedades físicas, 

biológicas e mecânicas adaptadas, bem como comportamento de degradação 

previsível. A seleção apropriada de um composto em particular para uma 

determinada aplicação requer um entendimento detalhado de células competentes 

e/ou a resposta do tecido (CHUNG et al., 2007). 

 

 

1.4. Polímeros como Substituto Ósseo  

 

          Os polímeros são produtos formados pela união de muitas moléculas 

pequenas de cadeia longa (monômeros). Desde 1960, membranas poliméricas 

têm sido usadas em animais para facilitar a reparação de defeitos ósseos. Tem 

sido aceito que essas membranas agem como barreira na prevenção do 

crescimento de tecido conjuntivo junto ao defeito, permitindo somente a 

neoformação óssea. A aplicação de membranas poliméricas tem sido direcionada 

ao tratamento de grandes defeitos na diáfise óssea, podendo ser usadas sozinhas 

ou associadas a substâncias osteogênicas (BENNETT et al., 1996; NAIR; 

LAURENCIN, 2007; PACHENCE, 2007). Polímeros naturais como colágeno, 

proteoglicanos, glicosamionoglicanos e elastina, além de sua biocompatibilidade, 

participam no controle da estrutura do tecido e na regulação do fenótipo celular 

simulando a matriz extracelular (GRIFFITH, 2000; RAMSHAW; VAUGHAN; 

WERKMEISTER, 2001; SHALABY;  BURG, 2003). 

 

1.5. Características Estruturais do Colágeno  

 

          O colágeno é uma proteína sintetizada em vários tipos de células 

(fibroblastos, osteoblastos e condroblastos) e secretada no espaço extracelular. É 

a proteína mais abundante do organismo humano e representa 70% do peso seco 

do tendão e pele. No osso, 90% da matriz extracelular é de colágeno. Sua função 

é proporcionar resistência tênsil e integridade estrutural a diversos tecidos e 

órgãos. (RAMSHAW; VAUGHAN; WERKMEISTER, 2001; ALBERTS, 2002). 
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           A estrutura molecular do colágeno consiste em três cadeias polipeptídicas 

do mesmo tamanho, arranjadas em sequência por ligações covalentes entre 

aminoácidos. A ocorrência do aminoácido glicina a cada terceira posição confere 

um aspecto helicoidal à cadeia. Existe um elevado teor de aminoácidos prolina e 

hidroxiprolina, formando uma cadeia polipeptídica fibrilar. A molécula de colágeno 

é longa, rígida e apresenta configuração espacial de hélice tripla, formada pelo 

enrolamento de três cadeias polipeptídicas, unidas entre si por meio de ligações 

de hidrogênio (MOREIRA et al., 2004). As diferenças na estrutura química dessas 

cadeias são responsáveis pelos vários tipos de colágeno (ALBERTS, 2002; 

BECKMAN; SHIELDS; DIEGELMANN, 2004). O colágeno ósseo é composto de 

duas cadeias �1 e uma cadeia �2 (figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Diagrama da formação e estrutura do colágeno; A) fórmula estrutural dos aminoácidos 

mais comuns à molécula do colágeno; B) Estrutura primária da molécula do colágeno; C) 

Representação da estrutura secundária da molécula do colágeno, com a configuração espacial de 

uma hélice tripla (Extraído e modificado de MOREIRA et al., 2004). 

 

          Atualmente são conhecidos vinte e nove tipos de colágeno (SÖDERHÄLL et 

al., 2007), os quais se diferenciam na composição de aminoácidos, nos domínios 

de cada molécula e nos diferentes arranjos estruturais. Eles são classificados 
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baseados na estrutura polimérica que forma ou que está relacionada às 

características estruturais como mostrado no Anexo A.  

 

 

1.6. Colágeno como Biomaterial 

 

          O colágeno como biomaterial apresenta várias vantagens (Anexo B) e pode 

ser preparado de diferentes formas, como membranas, folhas, esponjas e esferas 

(FRIESS, 1998; SANO et al., 1998; RAMSHAW; VAUGHAN; WERKMEISTER, 

2001; MOREIRA et al., 2013). No entanto, seu custo de purificação é 

extremamente alto e, quando isolado, apresenta alguma variabilidade quanto ao 

tamanho das fibras, impurezas e densidade de ligações cruzadas que estabilizam 

a estrutura de suas fibrilas (WERKMEISTER; RAMSHAW, 1992). Algumas 

modificações podem ser necessárias para superar essas desvantagens, por 

exemplo, incluir o aumento de ligações cruzadas para melhorar a força de tensão 

(GOISSIS  et al., 1999; SUH et al., 2001); a associação do colágeno a outros 

materiais (TAKAOKA  et al., 1988; TAN; KRISHNARAJ; DESAI,  2001); a inclusão 

de cultura celular e fatores de crescimento (ZELLIN  et al., 1996; KIMURA et al., 

2000; REDDI, 2000; MOREIRA et al., 2013); glicosaminoglicanos (van SUSANTE 

et al., 2001) e outras moléculas como a elastina (LEFEBVRE et al., 1992) e 

fibronectina (DOILLON; SILVER, 1986) à sua estrutura. 

          Em estudo clínico, Schlegel et  al. (1997) implantaram membranas de 

colágeno em fissuras bucais de pacientes com o intuito de avaliar a ossificação do 

defeito ósseo após cirurgia na boca. Dentro de um período de nove meses, 

observaram maior formação óssea na área receptora da membrana comparada 

com o grupo de controle. Além disso, a membrana não induziu resposta 

imunológica. Este resultado sugere que essas membranas constituam uma nova 

ferramenta para aplicação em cirurgias odontológicas como guia para 

regeneração óssea  

          O colágeno em combinação com outros materiais ou fatores de crescimento 

também pode ser usado nos defeitos ortopédicos. Em estudo feito por Takaoka et 

al. (1988), foi utilizado colágeno de osso desmineralizado com hidroxiapatita para 

o tratamento de defeitos ortopédicos congênitos e adquiridos. Em seus resultados, 

notaram que o colágeno de osso desmineralizado enxertado em combinação com 
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a hidroxiapatita foi um excelente material osteoindutivo em associação à proteína 

morfogenética do osso (BMP) (NAUTH et al., 2010; GIANNOUDIS; EINHORN, 

2009).  

          Em estudo feito por Nakagawa e Tagawa (2000), quando células 

osteogênicas foram colocadas na matriz de colágeno associada com BMP, 

observaram osteoindução. Implantaram membrana de colágeno com BMP em 

ossos fraturados e observaram bom contato entre osso neoformado e implante 

(HOLLINGER; ULUDAG; WINN, 1998). Chao et al. (2005), implantaram um 

composto de colágeno/tricálcio fosfato em defeitos produzidos na mandíbula de 

coelhos e após 12 semanas observaram completa regeneração do tecido ósseo e 

atribuíram os bons resultados à capacidade osteocondutiva do colágeno  (REDDI, 

1998; CHEVALLAY; HERBAGE, 2000). 

 

 

1.7. Colágeno Polianiônico 

 

          A facilidade na modificação química da molécula de colágeno, sem perder 

sua propriedade estrutural, confere uma matriz carregada positiva ou 

negativamente, refletindo diretamente nas propriedades cicatrizantes do colágeno 

(REID; GORHAM; LACKIE, 1993; JAYAKRISHNAM; JAMEELA, 1996;  MIGUEL et 

al., 2013). 

          O tratamento alcalino, que causa hidrólise seletiva nas cadeias 

carboxiamidas de aspargina e glutamina, aumenta o número de cargas negativas 

superficiais na molécula do colágeno, elevando as propriedades piezoelétricas do 

colágeno com importante função osteogênica. Além disso, esse tratamento 

transforma a matriz colagênica nativa em uma estrutura porosa e ainda promove a 

remoção das células que poderiam provocar rejeição imunológica (ROCHA; 

GOISSIS; ROSSI, 2002). Estas modificações não promovem alterações na 

estrutura da hélice tripla na molécula do colágeno, porém alteram o padrão de 

autoagregação de suas microfibrilas e as propriedades dielétricas. Além disso, faz 

com que o ponto isoelétrico do colágeno seja entre 4,6 e 5,0, inferior ao colágeno 

nativo que é ao redor de 6,7 e 7,1. Assim, essas matrizes são negativas em pH 

(PLEPIS; GOISSIS; DAS-GRUPTA, 1996; GOISSIS et al., 1999; BET; GOISSIS; 
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LACERDA, 2001). Estudos utilizando essas membranas em defeitos ósseos, 

provocados em animais, observaram ausência de resposta inflamatória, 

caracterizando assim a sua biocompatibilidade e indicação viável como substrato 

alternativo para a regeneração óssea (ROCHA  et al., 2002; ROSA et al., 2003, 

MIGUEL et al., 2013). 

          Avaliando o colágeno polianiônico como suporte à reconstrução de tecido 

ósseo, observou-se que este material, in vitro, foi capaz de induzir depósito de 

sais de fosfato de cálcio, sugerindo assim que mudanças dielétricas na matriz 

colagênica podem ter sido o indutor ao processo de mineralização do colágeno 

como um sistema semelhante ao estágio de mineralização do osso (GOISSIS; 

MAGINADOR; MARTINS, 2003).            

          Apesar da viável aplicabilidade do colágeno como implante ósseo nas 

terapias regenerativas (KOMATSU; WARDEN, 2010), existem alguns fatores que 

podem comprometer os bons resultados já demonstrados na literatura, como as 

patologias associadas à deficiência de minerais ósseos, como a osteoporose 

(TARANTINO et al., 2009). As condições de saúde do osso são fundamentais 

para a sua interação com o biomaterial, quando usado como implante 

(FRAYSSINET, 1992; CUNHA  et al., 2008). 

 

 

1.8. A Osteoporose 

 

          A osteoporose é definida como uma doença sistêmica, caracterizada por 

baixa massa óssea e deterioração da microarquitetura do tecido ósseo, com 

consequente aumento da fragilidade óssea e da suscetibilidade à fratura e sendo 

considerada como um dos problemas de saúde pública (HOLROYD; COOPER; 

DENNISON, 2008; TRANAH et al., 2008; PATSCH; DEUTSCHMANN; 

PIETSCHMANN, 2011). 

           A Fundação Nacional de Osteoporose Americana (National Osteoporosis 

Foundation, 2010) classificou os fatores de risco mais importantes envolvidos na 

osteoporose: idade, sexo feminino, histórias prévia e familiar de fratura, taba-

gismo, baixo índice de massa corporal (IMC < 19), ingestão de álcool � a três 

unidades ao dia, uso de glicocorticoide oral (dose � 5,0 mg/dia de prednisona por 
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período superior a três meses), diabetes  e artrite reumatoide (HOFBAUER et al., 

2007; DY et al., 2011; PATSCH; DEUTSCHMANN; PIETSCHMANN, 2011; 

DUQUE,   2013; RIESCO  et al., 2013). Outros fatores foram citados como de 

risco para o desenvolvimento da osteoporose, tais como a falta de atividade física, 

hipoganadismo e distúrbios resultante da menopausa precoce ou menarca tardia 

(SHEN et al., 2000). O risco de osteoporose também pode aumentar no caso de 

ovarectomia (CHO et al., 2004; WANG et al., 2005), uma vez que os hormônios 

sexuais femininos, como o estrogênio estimula o crescimento e mineralização 

óssea (LINCOLN; TYLER, 1999; RIGGS et al., 2003).   

          A osteoporose pode ser classificada em primária e secundária. A primária, 

que ocorre com mais frequência, pode ser dividida em tipo I e tipo II. Na 

osteoporose primária tipo I, classificação da osteoporose pós-menopausa, ocorre 

alta reabsorção óssea em estágio precoce, o que denota potente ação dos 

osteoclastos e atinge predominante osso trabecular (GALLAGHER; LEVINE, 

2011).  Já na osteoporose tipo II, classificação da osteoporose senil relacionada 

ao envelhecimento, a perda óssea ocorrerá de forma mais gradual. Sugere-se, 

neste caso, que haja atividade diminuída dos osteoblastos, deficiência crônica de 

cálcio, entre outros fatores (ALONSO-BOUZON; DUQUE, 2011). A osteoporose 

secundária normalmente é decorrente de processos inflamatórios e doenças que 

podem ocasionar má absorção intestinal de cálcio ou hipoestrogenismo precoce. 

São exemplos: hipertireoidismo, mieloma múltiplo, câncer, doenças inflamatórias 

intestinais crônicas, síndrome de Cushing, diabetes mellitus, doenças renais 

crônicas, doenças hermatológicas, doenças reumatológicas, doenças do tecido 

conjuntivo e anorexia nervosa (HOFBAUER et al., 2007; HOFBAUER; HAMANN; 

EBELING, 2010; BARTL; BARTL, 2011).      

          A osteoporose pós-menopausa é geralmente referida como uma “epidemia 

silenciosa”, cuja consequência, em última instância, é a fratura. O risco de uma 

mulher de 50 anos, ou mais, apresentar uma fratura ao longo da vida é de mais de 

40% (DOHERTY et al., 2001). Nos primeiros anos da menopausa, a privação 

hormonal constitui o principal fator na determinação da fisiopatologia da 

osteoporose, sendo responsável por 15% da perda óssea (BRAIDMAN et al., 

1995; LANE  et al., 1999). Desta maneira, a reposição hormonal é um evento 

importante na prevenção e tratamento da perda óssea, não apenas por 

reequilibrar o metabolismo ósseo, mas por elevar a absorção de cálcio e diminuir 
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a excreção do mesmo (HEANEY  et al., 1989). A vasta informação a respeito da 

associação entre osteoporose e deficiência hormonal de estrógeno assegura a 

importância do estrogênio na homeostasia do tecido ósseo (SZEJNFELD, 2000; 

GENNARI et al., 2003; LORMEAU  et al., 2004). 

          Uma grave consequência da osteoporose são as fraturas patológicas, 

resultantes da diminuição mineral e deterioração da microarquitetura devido às 

alterações em relação à quantidade e espessura do trabeculado ósseo 

(MAUGARS  et al., 1995; HAWKER, 1996).  A utilização de implantes de 

biomateriais tem se mostrado como método coadjuvante no tratamento dessas 

fraturas, principalmente se houver necessidade de preenchimento de falhas 

ósseas ou quando as fraturas não são consolidadas. Alguns estudos relatam que 

o estado de saúde do osso é essencial para que tenha a sua interação com os 

biomateriais, caso contrário os resultados esperados poderão ser insatisfatórios 

(ALBREKTSSON et al., 1981). Para esta confirmação, um estudo induziu 

osteoporose em ratas ovariectomizadas e observou a reação óssea frente ao 

implante de titânio e hidroxiapatita no côndilo femoral. Verificou-se, nos achados 

morfológicos, que a interface osso-implante ficou comprometida pela baixa e lenta 

neoformação óssea, este resultado confirmou a importância da qualidade do 

tecido ósseo no processo de osteointegração do implante (FINI et al., 1997). 

          Em pesquisa, referente à influência da deficiência hormonal de estrógeno 

na remodelação óssea adjacente ao implante de hidroxiapatita na tíbia de ratas 

ovariectomizadas, notou-se a redução do volume ósseo formado na área 

receptora bem como diminuição do contato osso-implante (PAN  et al., 2000). A 

diminuição da massa óssea em ratas ovariectomizadas interfere no contato osso-

implante e também prejudica o suporte do implante devido a qualidade do osso 

circunvizinho (YAMAZAKI et al., 1999; OZAWA et al., 2002). 

          Esses resultados em ratas com osteoporose, induzida pela ovariectomia, 

podem sugerir que mulheres com alteração hormonal de estrógeno poderão ter o 

prognóstico comprometido em casos de fraturas patológicas. Neste caso, há 

necessidade de uma intervenção cirúrgica com a utilização de enxertos ósseos 

naturais ou sintéticos (PAN  et al., 2000). Desta maneira, torna-se viável a 

exploração pela Engenharia Tecidual por novos materiais alternativos para as 

terapias regenerativas, seja do tecido ósseo normal ou com osteoporose. 




��

��

2. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

          Caracterizar por meio de análises macroscópica, radiológica e 

histomorfométrica a viabilidade das matrizes de colágeno no processo de 

neoformação óssea ocorrida durante o reparo de defeitos provocados na calota 

craniana de ratas ovariectomizadas.  

 

Objetivos Específicos 

1. Avaliar a biocompatibilidade das matrizes de colágeno derivada do 

pericárdio e da serosa de intestino bovino, que são mineralizadas. 

2. Analisar a capacidade osteogênica das matrizes utilizadas. 

3. Caracterizar a morfologia da neoformação óssea e caracterização da 

birrefringência das fibras colágenas na área da lesão óssea. 

4. Avaliar o processo de osteointegração das matrizes utilizadas. 

5. Quantificar o volume relativo do osso neoformado nas áreas cirúrgicas. 

6. Determinar a influência da ovariectomia no processo de reparo ósseo. 

 

 

 

 

�

 

 

 

�
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Preparação de Matrizes de Colágeno 

 

 As matrizes aniônicas de colágeno e mineralizadas utilizadas nesta 

pesquisa foram confeccionadas a partir do pericárdio bovino e da serosa de 

intestino bovino. O procedimento foi realizado no Instituto de Química de São 

Carlos da Universidade de São Paulo, sob a responsabilidade das Profª Dra. Ana 

Maria de Guzzi Plepis e Profª Dra. Virgínia da Conceição Amaro Martins (Anexo 

C). 

 

3.2. Animais e Planejamento Experimental 

�

          Foram utilizadas 30 ratas (Rattus norvegicus, Wistar), 12 semanas de idade, 

peso médio de 300 g, fornecidas pelo Centro Multi-Institucional de Bioterismo 

(CEMIB/UNICAMP) e mantidos no biotério da Faculdade de Medicina de Jundiaí. 

Os animais foram alojados em caixas, recebendo ração balanceada (ração Purina) 

e água ad-libitum. O ambiente teve a temperatura controlada (23 ±1ºC) e ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas, sendo o início do período de claro às 7 horas. Este 

projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina de Jundiaí (CEUA/FMJ), protocolo 300/12 (Anexo D). Os 

animais foram distribuídos da seguinte maneira: 

• Grupo 1 (G1): ratas sadias (não ovariectomizadas), com falha no osso 

parietal esquerdo do crânio e sem preenchimento de implante; 

• Grupo 2 (G2): ratas sadias (não ovariectomizadas), com falha no osso 

parietal esquerdo do crânio e preenchida com membrana de colágeno 

polianiônico calcificada, derivada do pericárdio bovino; 

• Grupo 3 (G3): ratas sadias (não ovariectomizadas), com falha no osso 

parietal esquerdo do crânio e preenchida com membrana de colágeno 

polianiônico calcificada, derivada da serosa do intestino bovino; 

• Grupo 4 (G4): ratas ovariectomizadas, com falha no osso parietal esquerdo 

do crânio, sem preenchimento de implante; 
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• Grupo 5 (G5): ratas ovariectomizadas, com falha no osso parietal esquerdo 

do crânio e preenchida com membrana de colágeno polianiônico 

calcificada, derivada do pericárdio bovino; 

• Grupo 6 (G6): ratas ovariectomizadas, com falha no osso parietal esquerdo 

do crânio e preenchida com membrana de colágeno polianiônico 

calcificada, derivada da serosa do intestino bovino; 

 

 

3.3. Procedimentos Cirúrgicos 

 

3.3.1. Ovariectomia Bilateral  

 

          Os animais dos grupos 4, 5 e 6 foram pesados e anestesiados com solução 

de Ketamina – Francotar (Sespo Ind.e Com., Jacareí/SP) e Cloridrato de Xylazina 

- Virbaxyl 2% (Virbac Brasil Ind. e Com., São Paulo/SP), na proporção 1:1 e na 

dose 0,10 mg/100 g de massa corporal, via intraperitoneal (CUNHA et al., 2008). 

Após a tricotomia e assepsias com Clorexidine Degermante da região lombar, foi 

realizada com auxílio de bisturi uma incisão na pele a 2 cm em ambos os lados da 

coluna vertebral. A pele foi afastada para a musculatura local ser seccionada 

dando acesso ao retroperitônio. Desta maneira, os ovários foram identificados e 

removidos através da secção da extremidade dos lóbulos do útero e tubas 

uterinas. Após a cirurgia, procedeu-se a sutura dos tecidos e cada animal recebeu 

uma dose via intramuscular de 0,1 mg/100 g de peso do antibiótico Pentabiotic 

Veterinário Pequeno Porte (Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). No local da 

ferida cutânea da região cirúrgica, foi aplicado o antibiótico Rifamicina Spray 

(figura 2). Também foi dado uma dosagem de analgésico (paracetamol) na dose 

de 20 mg/kg de peso do animal, por via oral, duas a três vezes por dia (LAPCHIK; 

MATTARIA; KO, 2009).  

As ratas ovariectomizadas foram submetidas ao procedimento cirúrgico na 

calota craniana após 4 meses da retirada dos ovários, visto ser o tempo suficiente 

para provocar perda de massa e mineral ósseo em função da deficiência 

estrogênica (WRONSKI et al., 1989; CUNHA et al., 2008). 
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Figura 2.  Procedimento cirúrgico da ovariectomia bilateral. Nota-se a tricotomia lombar (A) seguida 

da incisão cirúrgica (B) para o acesso ao retroperitônio com a identificação do ovário (O), tuba 

uterina (T) e ao lóbulo do útero bicorno (U). Em seguida, a exérese do ovário (D,E) e a confecção 

da sutura (F).  

 

 

3.3.2. Procedimento para Realização da Falha Craniana 

 

Inicialmente, os animais foram anestesiados com a solução anestésica de 

Coopazine (Xylazina) - sedativo, analgésico e relaxante muscular; e Dopalen 

(Ketamina) - anestésico geral, fornecido pela Agibrands do Brasil LTDA - 

Campinas, SP, Brasil, na proporção de 1:1 e na dose de 0.10 mg/100 g de massa 

corpórea, via intraperitoneal (CUNHA et al., 2008). Também foi aplicada, em 

ambos os olhos dos animais, durante a cirurgia, uma gaze estéril embebida em 

soro fisiológico a 0,9% com o objetivo de prevenir o ressecamento das córneas.  

Os animais foram colocados em decúbito ventral e realizada a tricotomia e 

assepsia com Clorexidine Degermante da região da calota craniana, tendo a pele 

seccionada longitudinalmente e afastada lateralmente para expor os ossos 

parietais. O periósteo foi descolado por meio de material cirúrgico apropriado e por 
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meio de uma broca cirúrgica trefina acoplada a um minimotor (ELTEC LB-100), foi 

realizado um defeito (falha/lesão) de 5 mm de diâmetro (POTIJANYAKUL et al., 

2010; LI et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2011; ROJBANI et al., 2011; PEREIRA 

et al., 2012) no osso parietal esquerdo da calota craniana das ratas, ocupando 

praticamente toda a largura do referido osso desde sua borda lateral até sua 

borda medial na sutura sagital (interparietal) (figura 3). 

 

 

Figura 3: Procedimento cirúrgico da criação do defeito craniano nas ratas. Nota-se a tricotomia (A) 

seguida da incisão cutânea longitudinal (B) para a exposição da calota craniana (C). Em seguida, 

realizou-se a falha óssea circular (seta) (D) para o preenchimento com as matrizes confeccionadas 

(E) e a sutura na pele (F). 

 

Sutura dos Tecidos e Medicação 

          Após a cirurgia, procedeu-se a sutura dos tecidos, sendo o periósteo e a 

pele reposicionados e suturados com fio de seda 5.0 (Ethicon, Johnson & 

Johnson, São José dos Campos, SP, Brasil). Em seguida, cada animal recebeu 

uma dose de 0,1 mg/100 g de peso do antibiótico Pentabiotic Veterinário Pequeno 

Porte (Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). No local da ferida cutânea da região 
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cirúrgica, foi aplicado o antibiótico Rifamicina Spray. Também foi dada uma 

dosagem de analgésico (paracetamol) na dose de 20 mg/kg de peso do animal, 

por via oral, duas a três vezes por dia (LAPCHIK; MATTARIA; KO, 2009).   

 

3.3.3. Controle Pós-Operatório 

 

Os animais operados ficaram sozinhos e isolados em gaiolas separadas, 

sob observação constante e receberam ração comum, água ad libitum, sendo feita 

a limpeza de suas caixas com troca da maravalha três vezes na semana ou até 

quatro, quando necessário. Além disso, foram monitorados constantemente no 

pós-cirúrgico, tomando os cuidados com o estresse e dor (LAPCHIK; MATTARIA; 

KO, 2009). 

 

3.3.4. Sacrifício dos Animais  

 

          Todos os animais foram sacrificados com inalação de gás carbônico (CO2) 

após oito semanas do procedimento cirúrgico no crânio. As calotas cranianas 

foram analisadas após a secção da pele e, em seguida, removidas cirurgicamente 

com o auxílio de uma serra oscilatória portátil, a bateria, Taymin, modelo YDJZ-

IID. 

                          

 

3.4. Análise Macroscópica 

 

          As calotas cranianas foram fotodocumentadas e avaliadas a presença de 

alguma alteração patológica ou qualquer outra condição anormal que possa 

sugerir rejeição às matrizes utilizadas 
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3.5. Análise Radiológica 

 

         As calotas cranianas dos animais foram radiografadas com aparelho Odel 

300 mA. Técnica de foco com 100 mA, tempo de 0,06 s e radiação de 40 kv. As 

imagens radiográficas foram digitalizadas pelo sistema Agfa. As imagens 

radiográficas foram visualizadas com objetivo de avaliar a integridade da falha 

(lesão) óssea, bem como a regeneração através do aspecto radiopaco e 

radiolúcido da área cirúrgica (VITAL; BORGES; FONSECA, 2006; CUNHA et al., 

2011).  

 

3.6. Análise Histológica por Microscopia de Luz Transmitida (Óptica) 

 

          As amostras foram imersas no fixador de medula óssea (Allkimia®) por 10 

dias e, em seguida, no descalcificador (Allkimia®). Após este procedimento, os 

materiais foram desidratados em série crescente de concentração de álcool: 70, 

80, 85, 90, 95 e 100%. Após esta etapa, as amostras foram colocadas em partes 

iguais de álcool e xilol e diafanizadas em xilol, com trocas a cada 2 horas, sendo 

executadas três trocas; e em seguida, incluídas em parafina. Em cada amostra, 

foram realizados cortes semisseriados de 5 �m de espessura e corados com os 

seguintes corantes:   

• Hematoxilina e eosina: para marcação do tecido ósseo original, osso 

neoformado e diferenciação das células ósseas; 

• Tricrômico de Masson: para diferenciação do osso maturo original corado 

em vermelho e do osso neoformado (jovem), que se cora em azul. Esta 

técnica tradicional para tecido conjuntivo cora também fibras colágenas em 

azul, destacando-as dos outros elementos do tecido; 

          O estudo qualitativo das lâminas permitiu avaliar o reparo da falha óssea 

através da observação do osso neoformado na área de criação do defeito ósseo, 

bem como diferenciar o osso existente e o neoformado nos grupos experimentais. 

Foi utilizado Fotomicroscópio Nikon Eclipse E200® (Nikon - Japão) e as imagens 

digitais foram analisadas através de objetivas com 4, 10 e 40 vezes de aumento. 
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3.7. Análise Histológica por Microscopia de Luz Polarizada 

 

        Após a preparação dos cortes, estes também foram corados com o método 

histoquímico de PicrosiriusRed (solução aquosa saturada de ácido pícrico 

adicionada de 0,1 g de vermelho da Síria F3b, Síriusred F3B-Bayer) para 

avaliação dos constituintes fibrilares da matriz extracelular na área da lesão óssea  

(ISSA et al., 2009). Os colágenos do tipo I, II e III mostraram interferências de 

cores e intensidades de birrefringências diferentes. O tipo I forma fibras espessas 

e sua birrefringência gera cores que vão do vermelho ao amarelo e representa um 

marcador molecular do estágio inicial de diferenciação osteoblástica (COHEN JR, 

2006). O tipo III forma fibras finas com tons esverdeados. O tipo II pode estar 

associado ao tipo I, sendo mais amarelo (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 

1979). 

 

3.8. Análise Morfométrica 

  

          A análise quantitativa do osso neoformado na área receptora foi embasada 

no método de estereologia, o qual permitiu determinar parâmetros tridimensionais 

de um órgão, tecido ou estrutura morfológica por meio de contagem de pontos de 

imagens bidimensionais. Para quantificação do osso neoformado na interface 

osso/implante, foi utilizado o método de estereologia e realizada de acordo com o 

princípio de DELESSE, observando-se a fórmula Vv=Pp/Pt (%), em que Vv é a 

densidade de volume ou volume relativo; Pp é a quantidade de pontos 

(intersecção de linhas) sobre o osso neoformado; Pt é o número total de pontos do 

sistema (MANDARIM DE LACERDA, 1999).  Estas medidas foram realizadas 

através de uma ocular 10 x, contendo um retículo de integração quadrilátero com 

100 pontos acoplados ao microscópio de luz Nikon Eclipse E200® (Nikon - 

Japão). 

 

 

 

 



���

��

3.9. Análise Estatística 

 

          Os valores obtidos para as análises do percentual do volume ósseo relativo 

neoformado serão submetidos ao teste ANOVA. Quando houve diferença entre os 

grupos, utilizamos o Tukey (MONTGOMERY, 1991).       �
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Análise Comportamental e Física dos Animais 

 

          Os animais apresentaram evolução clínica estável no pós-cirúrgico, 

mantendo o consumo regular de líquidos e sólidos, além de uma boa cicatrização 

da ferida cutânea, sem quaisquer sinais de infecção ou complicação secundária 

ao procedimento. 

 

 

4.2. Análise Macroscópica  

 

          Todos os grupos que receberam as matrizes nas falhas ósseas não 

apresentaram sinais de rejeição, visto a fácil visualização das matrizes e áreas 

adjacentes sem focos inflamatórios. Notou-se também a integridade anatômica da 

calota craniana, bem como o contorno definido das margens da lesão óssea e a 

ausência de calo ósseo visível macroscopicamente. Ficou nítida a permanência do 

defeito ósseo criado experimentalmente, o que indica que não houve reparo total 

da lesão óssea. Nos grupos G2 e G5, as matrizes de pericárdio bovino 

apresentaram-se com aspecto homogêneo e liso, quando comparadas com as 

matrizes de serosa de intestino implantadas nos grupos G3 e G6, tiveram um 

aspecto irregular e fragmentado (figura 4).  
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Figura 4. Vista superior da calota craniana dos grupos de animais sadios (G1 a G3) e 

ovariectomizadas (G4 a G6) utilizados, após o sacrifício. Verificou-se a permanência e normalidade 

anatômica da falha óssea e ausência de focos inflamatórios na área cirúrgica. Em G2 e G5 

observou-se as matrizes com aspecto homogêneo, liso e com boa coaptação. Nos grupos G3 e 

G6, as matrizes apresentaram-se de forma irregular e fragmentada.  

�

 

4.3. Análise Radiológica 

 

Em todos os grupos estudados, não se presenciaram sinais radiológicos de 

alterações patológicas na área cirúrgica, sugerindo assim a compatibilidade das 

matrizes de colágeno com o tecido ósseo adjacente. Nota-se também a 

manutenção da arquitetura da calota craniana. Não houve deformidades ou outras 

complicações, como osteomielite, reabsorção óssea, cistos e fraturas secundárias. 

Presenciou-se também a definição radiopaca das margens do contorno da falha 

óssea criada experimentalmente. Na interface osso/implante dos grupos que 

receberam as matrizes, notou-se imagem radiolúcida indicativa da infiltração e 

proliferação de tecido conjuntivo e pouca neoformação óssea de baixo peso 

atômico, pelo qual não confere o aspecto radiopaco. Nos grupos G2, G3, G5 e G6, 

G1 G2 G3 

G4 G5 G6 
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observou-se imagem de opacidade no interior da lesão óssea, indicando a 

permanência das matrizes. Entretanto, as matrizes de pericárdio bovino (G2, G5) 

apresentaram aspecto radiológico homogêneo enquanto que as matrizes da 

serosa do intestino bovino (G3, G6) expressaram imagem irregular da opacidade, 

devido à fragmentação da mesma (figura 5). 

 

 

Figura 5. Radiografia da calota craniana dos grupos (G1 a G6) estudados. Notou-se a normalidade 

anatômica da área cirúrgica em todos os grupos. Em G1 e G4, observou-se uma imagem 

translúcida no centro da falha óssea. A opacidade no interior da lesão óssea ficou notória nos 

grupos G2, G3, G5 e G6, devido à presença das matrizes implantadas e um contorno radiolúcido 

na interface osso/implante (seta vermelha). 

 

4.4. Análise Histológica 

 

4.4.1.  Ratas Não Ovariectomizadas (G1 a G3) 

 

          A lesão óssea, criada experimentalmente nos grupos das ratas sadias (G1 a 

G3), não apresentou reparação óssea, tendo em vista a proliferação de abundante 
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G4 G5 G6 
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tecido conectivo e elementos celulares como os fibroblastos. Não se observaram 

células inflamatórias nas áreas cirúrgicas e adjacentes (figura 6). 

 A discreta neoformação óssea na área cirúrgica ocorreu em todos os 

grupos a partir das margens da lesão óssea. Este osso jovem apresentou-se com 

características imaturas devido à desorganização das fibras colágenas e à 

disposição irregular das lacunas ovaladas com e sem osteócitos e em grande 

quantidade. Nos grupos G2 e G3 presenciou-se também osso lamelar, porém 

ocorreu a maturação óssea devido à presença de lacunas organizadas, orientadas 

e em pequena quantidade. Destaca-se ainda a presença de ilhas de osso jovem 

descontínuo com o osso original nestes grupos que receberam as matrizes de 

colágeno (figura 6 e 7).  

 No interior da lesão óssea, notou-se o predomínio de tecido conectivo, sem 

indícios de neoformação óssea. Em G1, evidenciou-se uma delgada camada de 

tecido conectivo. Em G2, o tecido formado foi volumoso devido à presença de 

tecido conectivo neoformado e a matriz de colágeno com arranjo linear, 

condensado, regular e orientado. No grupo G3, também observou-se tecido 

volumoso, porém mais espaçado (figura 8). 

 A coloração de Picrossirus Red permitiu observar o amadurecimento das 

fibras colágenas do osso jovem na área do implante, representado pela boa 

birrefringência óssea. O osso neoformado apresentou-se com birrefrigência de 

suas fibras colágenas, com predomínio de tom vermelho ao amarelo, 

caracterizando colágeno tipo I. Porém, notaram-se também pequenos e dispersos 

focos em tom verde, representando o colágeno III. No osso original, ocorreu 

predomínio de coloração verde (Figura 9). Quanto à birrefrigência do colágeno do 

tecido conjuntivo presente na falha óssea, notou-se a predominância das fibras do 

colágeno tipo I pela coloração vermelha em todos os grupos. Em G2, essas fibras 

apresentaram-se mais condensadas e no G3 mais espaçadas, devido ao tipo de 

matriz de colágeno implantada. Em G2 e G3, poucos pontos verdes foram 

detectados e de localização mais próxima da superfície periosteal (figura 10). 
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Figura 6. Fotomicrografia das extremidades da área cirúrgica dos grupos sadios (G1 a G3). Notou-

se em G1 vestígio de neoformação óssea (seta amarela) projetando-se da margem da falha óssea 

a partir do osso original (O) e presença de tecido conectivo (TC). Em G2 e G3, destacou-se a 

presença de osso neoformado mais exuberante (seta amarela) e ilhas ósseas descontínuas do 

osso original (seta laranja). Coloração de Tricrômico de Masson. Aumento de 4 x e 10 x. 
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Figura 7. Fotomicrografia da área cirúrgica dos grupos sadios (G1 a G3). Notou-se no interior do 

osso neoformado imaturo, a presença da disposição irregular das lacunas (setas amarelas) com e 

sem osteócitos. Coloração de Tricrômico de Masson. Aumento de 40 x. 
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Figura 8. Fotomicrografia do centro da área cirúrgica dos grupos sadios (G1 a G3). O tecido 

conectivo em G1 apresentou-se de forma delgado, enquanto que no G2 um arranjo linear 

condensado, regular e orientado. No G3, observou-se um tecido conectivo mais espaçado. 

Coloração de Tricrômico de Masson. Aumento de 10 x. 
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Figura 9. Fotomicrografia das extremidades da área cirúrgica dos grupos sadios (G1 a G3). Em 

todos os grupos, o osso neoformado (setas amarelas) apresentou-se com birrefrigência de suas 

fibras colágenas em predomínio de tom vermelho ao amarelo, caracterizando colágeno tipo I. No 

osso original (O) ocorreu predomínio de coloração verde, característico de colágeno III. Coloração 

de Picrossirus Red e Luz Polarizada. Aumento de 10 x. 

G1 

G2 

G3 

G1 

G2 

G3 

�

�

�

�

�

�

O 

O 



���

��

 
Figura 10. Fotomicrografia do centro da área cirúrgica dos grupos sadios (G1 a G3). Verificou-se o 

predomínio da birrefringência das fibras de colágeno tipo I em tom vermelho, sendo mais 

acentuado em G2 e G3. Coloração de Picrossirus Red e Luz Polarizada. Aumento de 10 x. 
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4.4.2.  Ratas Ovariectomizadas (G4 a G6)  

�

            A lesão óssea criada experimentalmente nos grupos das ratas 

ovariectomizadas (G4 a G6) não mostrou consolidação do defeito craniano e sim 

formação em grande quantidade de tecido conectivo. Não houve a presença de 

células inflamatórias nas áreas cirúrgicas e adjacências (figura 11). Observaram-

se vestígios de formação óssea no grupo controle G4 (sem a matriz) e discreta 

neoformação óssea em G5 e G6 nas áreas cirúrgicas a partir das margens da 

lesão óssea. Este osso jovem apresentou-se com características de imaturidade, 

devido à desorganização das fibras colágenas e à disposição irregular das 

lacunas ovaladas com e sem osteócitos. Nos grupos G5 e G6, presenciou-se osso 

imaturo e processos de maturação óssea lamelar, devido à presença de lacunas 

organizadas, orientadas e em pequena quantidade (figuras 11 e 12). 

 No interior da lesão óssea, notou-se o predomínio de tecido conectivo, sem 

indícios de neoformação óssea. Em G4, evidenciou-se uma delgada camada de 

tecido conectivo. Em G5, observou-se um tecido volumoso devido à presença de 

tecido conectivo neoformado com a matriz de colágeno em arranjo linear, 

organizado, condensado, regular e orientado. No grupo G6, observou-se também 

tecido volumoso desarranjado, espaçado e direcionado (figura 13). 

 A coloração de Picrossirus Red permitiu notar o amadurecimento das fibras 

colágenas do osso jovem na área do implante, representado pela boa 

birrefringência óssea. O osso neoformado apresentou-se com birrefrigência de 

suas fibras colágenas em predomínio de tom vermelho ao amarelo, caracterizando 

colágeno tipo I. Porém, notaram-se também pequenos e dispersos focos em tom 

verde, representando o colágeno III. No osso original, ocorreu predomínio de 

coloração verde (Figura 14). Quanto à birrefrigência do colágeno do tecido 

conjuntivo presente no centro da falha óssea, notou-se a predominância das fibras 

do colágeno tipo I pela coloração vermelha em todos os grupos. Em G5, estas 

fibras apresentaram-se mais condensadas e no G6 mais espaçadas devido ao tipo 

de matriz de colágeno implantada. Em G5 e G6, poucos pontos verdes foram 

detectados próximos à superfície periosteal (figura 15).         
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Figura 11. Fotomicrografia da extremidade da área cirúrgica dos grupos ovariectomizados (G4 a 

G6). Notou-se ausência de formação óssea em G4. Em G5 e G6, houve discreta neoformação 

óssea (setas) de natureza imatura corada em azul e matura de coloração vermelha, estando em 

continuidade com o osso original. Verificou-se a presença dos compostos das matrizes derivadas 

do pericárdio (PB) e da serosa do intestino bovino (SB). Houve abundante tecido conectivo (TC) 

em todos os animais. Coloração Tricrômico de Masson. Aumento de 4 x e 10 x. 
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Figura 12. Fotomicrografia da extremidade da área cirúrgica dos grupos ovariectomizados (G4 a 

G6). Observou-se pouca quantidade e disposição mais regular das lacunas com e sem osteócitos 

do osso neoformado. Coloração de Tricrômico de Masson. Aumento de 40 x. 
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Figura 13. Fotomicrografia do centro da área cirúrgica dos grupos ovariectomizados (G4 a G6). 

Verificou-se a delgada camada de tecido conectivo (TC) em G4, porém mais espessa e 

concentrada nos grupos G5 e G6. Coloração de Tricrômico de Masson. Aumento de 10 x. 
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Figura 14. Fotomicrografia das extremidades da área cirúrgica dos grupos ovariectomizados (G4 a 

G6). Notou-se a birrefringência do colágeno tipo I de coloração vermelha no osso neoformado 

(setas amarelas) em G5 e G6. Coloração de Picrossirus Red e Luz Polarizada. Aumento de 10 x. 
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Figura 15. Fotomicrografia do centro da área cirúrgica dos grupos ovariectomizados (G4 a G6). 

Verificou-se a birrefringência do colágeno tipo I de coloração vermelha no tecido conectivo 

presente, sendo mais acentuado em G5 pela presença dos compostos da esponja implantada. 

Coloração de Picrossirus Red e Luz Polarizada. Aumento de 10 x. 
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4.5. Análise Morfométrica  

�

          As médias e desvios-padrão do volume percentual relativo de osso 

neoformado no defeito craniano dos grupos não ovariectomizados (G1 a G3) 

foram 7,83±1,32, 21,33±1,96, 22,83±0,98, enquanto que nos grupos 

ovariectomizados (G4 a G6) os valores foram 3,16±0,75, 16,83±0,98 e 

16,16±0,75, respectivamente (Figura 18). Ao comparar os valores entre os grupos 

não ovariectomizados, notou-se menor valor (p<0,01) para o grupo controle que 

não recebeu o implante (G1) em relação ao G2 e G3 com enxerto das matrizes 

poliméricas. Resultado semelhante também ocorreu ao fazer a mesma análise 

entre os grupos ovariectomizados. Ao analisar os efeitos da ovariectomia na 

osteogênese, verificou-se que os valores morfométricos dos grupos 

ovariectomizados foram inferiores ao grupo não ovariectomizado. 
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Figura 18. As médias e desvios-padrão do volume percentual relativo de osso neoformado no 

defeito craniano dos grupos (G1 a G6). 
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5. DISCUSSÃO 

 

O enxerto ósseo autólogo ainda é considerado o modelo ideal para 

reconstrução óssea, devido às suas propriedades osteoindutivas que otimizam a 

osteogênese. Entretanto, o avanço no desenvolvimento tecnológico dos 

biomateriais e da compreensão da biologia molecular e celular tem sido promissor 

para solucionar alguns problemas relacionados ao reparo de fraturas graves ou 

deformidades acentuadas congênitas e adquiridas do esqueleto (KONIG JR, 

2010). Desta maneira, os biomateriais tornaram-se uma boa alternativa na terapia 

reconstrutiva óssea por favorecerem o crescimento de osso novo por meio de 

suas propriedades osteocondutivas e promovendo a rápida osteointegração.  

O sucesso dos biomateriais na cicatrização tecidual depende tanto das 

características físicas quanto químicas do material, devendo ainda ser 

compatíveis com as reações fisiológicas do osso (BORGES; REZENDE; 

RIBEIRO, 2000). Melloning (1991) acrescenta que o biomaterial aceitável deve ser 

degradável, absorvível e atuar como uma matriz para o crescimento do tecido 

ósseo regenerado. Billström et al. (2013) afirmam que um arcabouço ideal não 

deve somente manter, induzir e restaurar as funções biológicas mas também ter 

as características certas no que diz respeito à degradação, a absorção celular, 

ligação celular, resistência mecânica e principalmente a não imunogenicidade. 

Konig Jr (2010) afirma que a aceitação clínica do biomaterial está na sua 

capacidade de osteointegração, caracterizada pelo contato direto do osso com o 

implante, sem interposição de tecido conectivo.  

          Com estas afirmações descritas, faz-se necessária a discussão sobre a 

biocompatibilidade, degradação, reabsorção, osteogênese e osteointegração para 

determinar o grau de eficiência que irá refletir diretamente na indicação do 

biomaterial para as terapias regenerativas (VENKATESAN;   KIM, 2010).   

Quanto à biocompatibilidade, Willians (1999) e Shue, Yufeng e Mony (2012) 

definem como a capacidade de um material desempenhar uma resposta 

apropriada em uma função específica com o mínimo de reações alérgicas, 

inflamatórias ou tóxicas, quando em contato com os tecidos vivos ou fluidos 

orgânicos.   
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Corroborando com estas afirmações citadas anteriormente, notou-se nesta 

pesquisa que as matrizes de colágeno utilizadas nos reparos cranianos foram 

biocompatíveis, devido à ausência macroscópica de reações inflamatórias e a 

ausência de rarefação óssea típica de absorção óssea conforme demonstrado nas 

análises radiológicas. Os resultados histológicos também confirmam a ausência 

de infiltrado celular característico de inflamação. Além disso, as matrizes 

mantiveram alojadas no sítio receptor e com aparência e coloração tecidual local 

clinicamente aceitável. Outras pesquisas também relataram resultados de 

biocompatibilidade usando semelhantes matrizes de colágeno (CUNHA et al., 

2008; MIGUEL et al., 2013). Entretanto, o sucesso de qualquer tipo de biomaterial 

não depende apenas da biocompatibilidade, mas de outros fatores como a sua 

velocidade de degradação e absorção pelo tecido receptor.  

De acordo com Konig Jr (2010), é importante que o processo de reabsorção 

do biomaterial não ocorra tão rapidamente para que o material possa exercer sua 

função de osteocondução e osteoindução durante o reparo ósseo. Schliephake e 

Kage (2001) também relataram que o equilíbrio entre degradação do biomaterial e 

o processo da neoformação óssea é muito delicado e reações químicas e 

celulares durante a degradação podem agir como antagonista à formação óssea. 

Outros estudos in vivo reforçam a idéia da necessidade de reabsorção rápida do 

enxerto para permitir a formação óssea em grande volume (SHUE; YUFENG; 

MONY 2012). Babensee et al. (1998), Pan e Ding (2012) relataram que o tempo 

de  degradação das matrizes porosas afeta a viabilidade e o crescimento das 

células, sendo que o  ideal in vivo é a taxa de degradação ser semelhante à da 

formação do tecido. De acordo com Lim, Lee e Yeo (2000), a atividade de 

formação de osso novo depende do efeito da barreira física que a membrana 

possa proporcionar. Assim observaram que ainda há conflitos nesta importante 

propriedade do material, quanto a seu tempo e forma de reabsorção, influenciando 

diretamente no processo de neoformação óssea e osteointegração adequada para 

o reparo ósseo.  

Nesta pesquisa, as matrizes derivadas do pericárdio bovino (G2, G5) 

mostraram-se mais bem preservadas e compactas. Entretanto, as originadas da 

serosa de intestino bovina (G3, G6) apresentaram-se macroscopicamente com 

fragmentações e formações de fissuras no seu interior em processo de 
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degradação. Nas análises histológicas, verificou-se uma invasão de tecido 

conectivo nos espaçamentos entre as fibras colágenas componentes dessa 

esponja, sem indícios de osteogênese e angiogênese no centro da lesão. Ao 

contrário do observado nesta pesquisa, Miguel et al. (2013) observaram adequada 

biodegradação das matrizes de colágeno implantadas na calota de ratos.  

Segundo esses pesquisadores, a degradação das matrizes foi compatível com a 

neoformação óssea associado à angiogênese local. Cunha et al. (2008) 

descreveram que houve processo de reabsorção das matrizes após 2 meses da 

implantação no fêmur de ratas, sugerindo assim, que o tempo de tratamento em 

hidrólise alcalina por 48 e 96 horas  influenciou o processo de reabsorção do 

biomaterial. Desta maneira, o tratamento alcalino por 24 horas das matrizes pode 

ter influenciado no aspecto negativo da reabsorção e consequente osteogênese 

nas áreas enxertadas nesta pesquisa. 

Na medicina regenerativa, um arcabouço deve manter sua integridade 

estrutural na fase inicial após a implantação e fornecer um estímulo apropriado 

para as células. Vários grupos relataram que as propriedades mecânicas de 

matrizes porosas de diferentes biomateriais fabricados por diferentes abordagens 

podem sofrer influências de diversos fatores ainda não muito bem estabelecidos, 

comprometendo a função de substrato do biomaterial para a cicatrização óssea. 

Entre as hipóteses relacionadas com a degradação do biomaterial, encontram-se 

a composição do copolímero, grau de cristalização, temperatura, pH e a 

capacidade do biomaterial em exibir uma certa hidrofilia de absorver água e, 

portanto, degradar por clivagem de ligações hidroliticamente sensíveis (KIM; 

MOONEY, 1998; PAN; DING, 2000; AGRAWAL; RAY, 2001;  MA; CHOI, 2001;  

ZEIN et al., 2002; SANDER et al., 2004; ZHAO et al., 2004).  

Nordstrom et al. (1998) mostraram que a neoformação óssea é uma 

resposta do tecido pela ativação de células osteogênicas desencadeada pela 

lesão na cortical e nas trabéculas ósseas. Nesta pesquisa, notou-se pouca 

neoformação óssea dos grupos implantados com as matrizes sendo ainda menor 

nos grupos sem implantes. O osso neoformado projetou-se a partir da margem do 

defeito cortical do osso original e a maior parte da área cirúrgica foi preenchida 

com tecido conectivo. Desta maneira, descaracteriza o processo de 
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osteointegração que significa o contato íntimo entre osso e implante sem a 

interposição de tecido conectivo (KONIG JR, 2010).  

A osteointegração dos biomateriais está diretamente ligada a porosidade 

ideal para o crescimento celular. Existem vários tamanhos de poros descritos na 

literatura como ideal, variando de 100 a 500�m (SOPYAN et al., 2007; 

BLOKHUIS; ARTS, 2011; JANICKI; SCHMIDMAIER, 2011).  No caso das matrizes 

de colágeno, a porosidade pode ser modificada através do processo de hidrólise 

alcalina. Além do aumento do número de cargas negativas superficiais na 

molécula do colágeno, este método eleva as propriedades piezoelétricas 

fundamentais para a osteogênese (ROCHA et al., 2002).  

Rocha et al. (2002) observaram que o processo de hidrólise da membrana 

de colágeno abriu espaços, criando canais e poros na estrutura que permitiram a 

migração celular. Goissis et al. (2001), avaliando colágeno polianiônico como 

suporte à reconstrução de tecido ósseo, notaram que este material in vitro foi 

capaz de induzir depósito de sais de fosfato de cálcio. Desta maneira, os autores 

sugerem que as mudanças dielétricas na matriz colagenosa possam ter sido o 

indutor do processo de mineralização do colágeno in vitro, como um sistema 

semelhante ao estágio de mineralização do osso.                

Cunha et al. (2008) implantaram matrizes de colágeno tratadas em 96 

horas em hidrólise alcalina em defeitos femorais de ratos. Nos resultados, 

verificaram degradação das matrizes simultaneamente com o crescimento ósseo 

satisfatório para o reparo da lesão. Moreira et al. (2013) obtiveram melhores 

resultados ao cultivarem osteoblastos em matrizes polianiônicas tratadas em 48 

horas quando comparadas aquelas em 24 horas. Os promissores resultados 

mostrados nas pesquisas citadas anteriormente, demonstraram a superioridade 

osteogência das matrizes tratadas em 48 e 96 horas em meio alcalino.  

De acordo com os autores acima citados, o sucesso dos polímeros de 

colágeno deve-se a porosidade promovida pelo alto tempo de tratamento alcalino. 

Desta maneira, torna-se uma forte hipótese quanto ao baixo volume ósseo 

neoformado nesta pesquisa ao terem sido utilizadas as matrizes tratadas em 24 

horas, mesmo sendo mineralizadas. Entretanto, o preenchimento osso/implante é 

complexo e envolve além desses fatores intrínsecos, também os extrínsecos 
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como a carga aplicada, técnica cirúrgica, tipo de ossificação embrionária, 

vascularização e preservação do periósteo, condições do paciente e patologias 

associadas à deficiência de minerais ósseos, como a osteoporose (DUCHEYNE; 

HEALY, 1998; CAMILLI et al., 2004; CUNHA et al., 2008).  

Segundo Frayssinet (1992), as condições de saúde do osso são 

fundamentais para a sua interação com o biomaterial. Nesta pesquisa, notou-se 

discreta neoformação óssea nos animais não ovariectomizados, sendo ainda 

menor nos ovariectomizados. Desta maneira, confirmou-se a influência da 

deficiência hormonal gonadal no metabolismo ósseo, como descritos também por 

Cunha et al. (2008). Outro fator extrínseco, que também influencia no processo de 

osteogênese do reparo ósseo é o tipo de origem embrionária do osso.  

Nordstron et al. (1988), Ohashi et al. (2000) e Camilli et al. (2004) 

observaram que o fêmur de origem endocondral respondeu melhor ao implante de 

hidroxiapatita do que a calota craniana, na qual se origina a partir de uma 

ossificação membranosa. Cunha et al. (2008) descreveram o sucesso das 

matrizes polianiônicas tratadas em 96h, ao implantarem em defeitos femorais. 

Sendo assim, nota-se na literatura que a maioria dos trabalhos com biomateriais 

usou fêmur e tíbias de ratos devido à sua boa capacidade biomecânica e origem 

endocondral, importantes para a função osteogênica do osso (BOYAN et al., 1998; 

KHAN; TOMIN; LANE, 2000). Várias pesquisas também relataram a importância 

da preservação da camada interna do periósteo nas terapias regenerativas por 

conter células osteoprogenitoras essenciais para a neoformação óssea. Nesta 

pesquisa, ocorreu uma dificuldade na manipulação cirúrgica da delicada e fina 

camada do periósteo da calota craniana durante o procedimento técnico da falha 

óssea. Isto pode ter contribuído para a baixa neoformação óssea apresentada nos 

resultados histológicos em todos os grupos de animais. 

Apesar dos resultados insatisfatórios quanto à baixa neoformação óssea 

proporcionadas pelas matrizes utilizadas nesta pesquisa, nota-se que na literatura 

ainda existem relatos recentes in vitro e in vivo que indicam a aplicação clínica 

dessas matrizes de colágeno (CUNHA et al., 2008; MOREIRA et al., 2013) nas 

terapias regenerativas do esqueleto.  Desta maneira, acredita-se que além da 

necessidade de aperfeiçoar as propriedades químicas e físicas dessas matrizes, 
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também são necessárias novas pesquisas que avaliem melhor os fatores 

extrínsecos in vivo que possam influenciar diretamente na capacidade osteo-

gênica e osteointegradora do biomaterial.  
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6. CONCLUSÕES 

 

1. As matrizes derivadas do pericárdio e da serosa de intestino bovino 

demonstraram biocompatibilidade em ratas, 

2. As matrizes demonstraram insatisfatória capacidade osteogênica, 

3. A neoformação óssea apresentou-se de forma tanto imatura como lamelar. 

Houve predominância e boa birrefrigência de fibras de colágeno 

primordialmente tipo I, 

4. Não houve a osteointegração das matrizes devido a presença de tecido 

conectivo na área cirúrgica, 

5. Não houve diferença quanto à capacidade osteogênica entre as matrizes 

estudadas, 

6. O volume de osso formado nos grupos ovariectomizados foi menor que nos 

grupos não ovariectomizados.  
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8. ANEXOS 

 

ANEXO A - Tabela de classes, tipos e características distintas dos colágenos 

     

 
Classe Tipo Características 

 

 

Colágenos 

formadores de 

fibrilas 

I  

Encontrado no tecido conjuntivo. Tipo mais abundante encontrado 

na pele, osso, ligamento e tendão. Heterotrimérico (duas cadeias 

�1 e 1 cadeia �2) 

 

 
II 

Colágeno da cartilagem, encontrado no disco intervertebral e 

humor vítreo. Homotrimérico 

 

 
III 

Prevalente nos vasos sanguíneos, pele e intestino. Contaminante 

principal de produtos à base de colágeno. Homotrimérico 

 

 V Associado com o colágeno tipo I no osso  

 

 
XI 

Forma fibrilas com o colágeno tipo II na cartilagem e disco 

intervertebral. Potente agente estimulador de células 

mononucleadas do sangue humano para a produção de 

prostaglandina E2 e interleucina – 1 

 

 

XXIV 

Relacionado aos colágenos do tipo V, IX e XI. Co-expressado com 

o colágeno tipo I no osso em desenvolvimento e olhos. Apresenta 

pequena imperfeição na hélice tripla. 

 

 

XXVII 

Apresenta a mesma estrutura básica que o tipo V, XI. Apresenta 

pequena região com interrupção da hélice. Expressado por 

condrócitos, células epiteliais em tecidos em desenvolvimento 

incluindo estômago, pulmão, gônadas, pele e dente 

 

 

Colágenos 

associados aos 

colágenos 

formadores de 

fibrilas com 

interrupções nas 

triplas hélices 

IX 

Apresenta três domínios de hélice tripla e três domínios não 

helicais. Coexiste com o colágeno tipo II na cartilagem e no humor 

vítreo 

 

 XII Associado com o colágeno tipo I nos ligamentos e tendões  

 XIV Associado com o colágeno tipo I na pele e nos tendões  

 
XVI 

Apresenta domínios interrompidos da hélice tripla. Expressado em 

fibroblastos e queratinócitos 

 

 
XIX 

Homologia limitada ao colágeno tipo XVI. Apresenta cinco domínios 

de hélice tripla. Expresso em fibroblastos 

 

 
XX 

Similar aos colágenos tipos XII e XIV. Encontrado no epitélio da 

córnea, pele e tendão 
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XXI 

Apresenta um único domínio para o fator de Willembrand e 

domínios para a trombospondina. Encontrado no coração, 

estômago, rim, músculos e placenta 

 

 XXII Contém quatro domínios de hélice tripla  

 

Colágenos 

formadores de 

rede 

IV Encontrado na membrana basal  

 
VIII 

Encontrado em muitos tecidos, especialmente no endotélio. Pode 

formar uma treliça hexagonal 

 

 
X 

Colágeno com cadeia pequena, encontrado na cartilagem 

hipertrófica, com estrutura polimérica similar ao colágeno tipo VIII 

 

 

Colágenos 

multiplexin 

XV 
Colágeno da membrana basal. Deve tomar parte no controle da 

angiogênese. Expresso por fibroblastos e células musculares lisas 

 

 

XVIII 

Colágeno da membrana basal. Seu domínio C-terminal (NC1), 

endostatina, é um inibidor da angiogênese. Encontrado em tecidos 

vascularizados 

 

 

Colágenos com 

domínios 

transmembrana 

XIII 
Encontrado em muitos tecidos com um único domínio 

transmembrana N-terminal 

 

 
XV 

Encontrado primariamente na pele com um único domínio 

transmembrana N-terminal no colágeno tipo XIII 

 

 

XVII 

Consiste de um domínio citoplasmático amino-terminal, uma região 

transmembrana e três domínios colagenosos intercalados por 

pequenos domínios não-colagênicos 

 

 
XXIII 

Interage com CLAC e seu precursor como CLAC-P/colágeno tipo 

XXV 

 

 Colágeno formador 

de filamentos “em 

contas” 

VI 
Contem um pequeno domínio de hélice tripla com domínios 

globulares em ambas regiões terminais. Muito difundido 

 

 Colágeno formador 

de fibrilas de 

ancoragem 

VII 
Forma filamentos de ancoragem que liga a membrana basal 

epitelial ao tecido fibrilar adjacente 

 

 

Outros XXVI 

Contêm dois “clusters” de repetições colagênicas de Gly-X-Y e três 

domínios não-colagênicos. Expresso nos testículos e ovários de 

tecidos adultos e mais abundante em neonatos 

 

 CLAC = colágeno como componente de placa amilóide de Alzheimer; NC1 = domínio não-

colagênico 

 

Fonte: Yang et al., 2004 
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ANEXO B - Vantagens e desvantagens de biomateriais com base em 

colágeno 

 

 

Vantagens  Desvantagens 

Grande disponibilidade (1/3 de todas as 
proteínas nos tecidos) 

Alto custo de purificação (principalmente do 
colágeno tipo I) 

Obtido em diversas formas (membrana, folhas, 
esponjas, esferas, feixes). 

Variabilidade nas fibras de colágeno e 
densidade de ligações cruzadas 

Não-tóxico e não-antigênico Altamente hidrofílico, causando inchamento e 
liberação rápida 

Biodegradável (controlado) e bioreabsorvível  

Alta força de tensão  

Idêntico a componentes bioativos  

Compatível Com Polímeros Sintéticos  

Facilmente modificado pelos seus grupos 
funcionais 

 

    
Fonte: Moreira; An, 2002. 
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ANEXO C - Confecção das Matrizes Poliméricas 

 

          A serosa bovina (SB) e o pericárdio bovino (PB) foram lavados 

exaustivamente com solução salina 0,9% e água destilada. A serosa e o pericárdio, 

denominadas de matriz, foram submetidos a tratamento alcalino como se segue: A 

matriz foi imersa em uma solução alcalina (hidrólise) por um período de 24 h a 

temperatura não maior que 25 ºC. Esta solução contém sais (sulfatos e cloretos) e 

hidróxidos de metais alcalinos e alcalinos terrosos, conforme procedimento usual do 

Grupo de Bioquímica e Biomateriais do Instituto de Química de São Carlos - USP. 

Após este período de tempo, a matriz foi equilibrada em outra solução contendo 

sulfatos e cloretos dos íons Na+, K+e Ca2+. O excesso de sais foi removido por 

lavagens em 3% de solução de ácido bórico, água desionizada, seguida por solução 

de EDTA 0,3% e água desionizada (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998). 

          Após o procedimento de hidrólise a matriz aniônica foi equilibrada em solução 

de H3PO4 0,01 mol L-1 por 24 h para intumescimento sendo então liofilizada e 

estocada a 25 ºC. As matrizes de SB e PB foram mineralizadas por imersão 

alternada como descrito a seguir: 

 

Mineralização por Imersão alternada 

�

          A mineralização in vitro foi realizada pelo processo de imersão alternada, em 

soluções de CaCl2 0,2 mol L-1 (pH 7,4) e Na2HPO4 0,12 mol L-1 (pH 9,0), por 30 min 

cada, repetindo-se por 6x, a 37ºC. Após a mineralização, as matrizes foram lavadas 

com água desionizada e liofilizadas (BATISTA, MARTINS, PLEPIS, 2009), obtendo 

assim a configuração estrutural definitiva dessas matrizes (figuras 16 e 17). Depois 

da liofilização, as matrizes mineralizadas foram cortadas amostra de 5 mm de 

diâmetro e embaladas para esterilização em envelopes contendo 5 amostras cada, 

num total de 40 amostras de cada matriz. 
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Figura 16. Fotomicrografias por MEV da esponja aniônica derivada do pericárdio bovino. 
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Figura 17. Fotomicrografias por MEV da  serosa  bovina  aniônica:  (A)  mineralizada  (aumento de     

1000 x); (B) mineralizada (aumento de 35000 x). 
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ANEXO D - Comitê de Ética para Uso de Animais 

�


