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Resumo

SILVA, Kaitia Fernanda, Cultura de Osteoblastos sobre Arcabouco da Blenda PCL/PLGA.
Estudo in vitro e in vivo, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade Estadual
de Campinas, 2008. 78p. Tese de Mestrado.

A Ciéncia dos Biomateriais é uma drea de conhecimento multidisciplinar e estd
relacionada a implantes cirdrgicos e dispositivos médicos e odontoldgicos. Dentre as atuais
aplicacdoes dos biomateriais, a utilizacdo de polimeros biorreabsorviveis como arcabouco
(scaffolds) para cultura de células tem se destacado como alternativa para tratamento de lesdes e
perda de tecidos. O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar arcaboucos da blenda de
poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(D,L-4cido l4tico-co-4cido glicdlico) (PLGA) nas diferentes
composig¢oes (70/30, 50/50 e 30/70), preparados pelo método de fusdo com adi¢do e lixiviagao de
citrato de sodio. Os resultados obtidos através das andlises de MEV evidenciaram que as
amostras da blenda de PCL/PLGA 30/70 possuem tamanhos e quantidades de poros mais
homogéneos quando comparadas as suas andlogas de PCL/PLGA nas composi¢des 50/50 e
70/30. Os materiais foram utilizados como arcabouco para cultura de osteoblastos e o estudo in
vivo foi realizado pelo implante em tibia de ratos. A cultura de células nas blendas de PCL/PLGA
70/30 e 30/70 mostraram um padrdo de adesdo e proliferacdo satisfatorio, com intensa atividade
celular comparado com a blenda na composi¢do 50/50. No estudo in vivo as amostras de
PCL/PLGA 30/70 com cultura apresentaram um crescimento celular mais intenso quando
comparada com as blendas nas composi¢cdes 70/30 com cultura, e nas diferentes composi¢oes
sem cultura de células. Os resultados mostraram que a técnica utilizada no preparo das amostras €
util na confec¢do de arcaboucos altamente porosos. Em fun¢do das andlises in vitro e in vivo as
blendas de PCL/PLGA 30/70 foram os arcabouc¢os mais indicados para aplica¢des na engenharia

de tecidos 0sseos.

Palavras-chave
Polimeros biorreabsorviveis, blendas, poli(e-caprolactona)/poli(D,L-dcido latico-co-acido
glicélico), cultura de células.
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Abstract

SILVA, Katia Fernanda, Osteoblasts culture on PCL/PLGA blend scaffold. In Vitro and In Vivo
study, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade Estadual de Campinas, 2008.

78p. Tese de Mestrado.

The use of bioreabsorbable polymers as scaffolds for the cells culture has received special
attention as an alternative for the treatment of lesions and the loss of tissue. The aim of this work
was to obtain and to characterize porous scaffolds of poly(e-caprolactone) (PCL) and poly(D,L-
lactic acid-co-glycolic acid) (PLGA), blends, in different composition (30/70, 50/50 e 70/30),
prepared by melting method with addition and leaching of sodium citrate. The morphology of
samples obtained by SEM showed that PCL/PLGA 30/70 blends presented size and size
distribution of porous more homogeneous when compared to PCL/PLGA 50/50 and 30/70. The
culture of cells in PCL/PLGA 70/30 and 30/70 showed a satisfactory adhesion and proliferation,
with intense cellular activity compared to PCL/PLGA 50/50. In the in vivo study, the samples of
PCL/PLGA 30/70 showed a higher cellular grown compared to the results obtained in in vivo
study of 70/30 blends with cells, 70/30 and 30/70 without cells. The results showed that the
proposed technique allowed the preparation of highly porous scaffolds and the in vitro and in
vivo showed that PCL/PLGA 30/70 blends were the most suitable scaffolds for applications in

the bone tissue engineering.
Key-word

Bioreabsorbable polymers, blends, poly(e-caprolactone), poly(D,L-lactic acid-co-glycolic acid),

cell culture.
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proxima ao polimero (P) e junto ao osso preexistente (*). Junto ao polimero nota-se areas de
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por matriz 6ssea. 100x, HE.

Xiv



Nomenclatura

Letras Latinas

E — Mddulo de Young

Tc — Temperatura de cristalizacio
Tg — Temperatura de transi¢do vitrea
Tm — Temperatura de fusao

t — Tempo de degradacao

m/v — Relacdo massa/volume

Siglas

ASTM — American Society for Testing and Materials
DEMA - Departamento de Engenharia de Materiais
FDA — Food and Drug Administration

FEM - Faculdade de Engenharia Mecanica

MEV - Microscopia Eletronica de Varredura

MO — Microscopia Otica

Mw — Massa molecular ponderal média

PBS — Phosphate Buffer Solution

PCL - Poli(e-caprolactona)

PDLLA — Poli(D,L-4cido lactico)

PGA - Poli(écido glicélico)

PLA — Poli(acido latico)

XV

[MPa]

[°C]

[°C]

[°C]

[h] ou [semanas]

[g/mL]



PLGA - Poli(D,L-4cido latico-co-4cido glicdlico)
PLLA — Poli(L-4cido latico)

SFB — Soro Fetal Bovino

TEPs — Tissue-Engineered Products

TGA - Andlise Termogravimétrica

HE — Hematoxilina de Harris e Eosina

Xvi



Capitulo 1

Introducao

A Ciéncia dos Biomateriais esta relacionada com implantes cirirgicos e dispositivos médicos.
A busca de novos materiais para serem utilizados como substitutos de tecidos tem unido
profissionais das dreas bioldgicas e de engenharia para alcancar um objetivo comum: desenvolver
dispositivos médicos que sejam biocompativeis, funcionais, durdveis, de forma a melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. Uma vez que o objetivo de um biomaterial € restaurar a fungao
de tecidos naturais e o6rgdos do corpo humano, € importante entender as relacdes entre
propriedades, funcdes e estrutura dos materiais biologicos, materiais de implante e a interacdo
entre eles no corpo (Hench, 1998).

Os biomateriais foram definidos segundo estabelecimento do “Consensus of European

Society for Biomaterials” dado por Willians, 1987, como todo material ndo vivo usado em

dispositivo médico (ou biomédico), que interage com um sistema biolégico (Oréfice et al., 2006).
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Segundo Vert e colaboradores biodegraddvel ¢ um termo utilizado para polimeros e
dispositivos so6lidos que devido a degrada¢do macromolecular sofrem dispersao in vivo, mas sem
a eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo organismo. Polimeros biodegraddveis podem ser
atacados por elementos bioldgicos de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-
se fragmentos ou outros subprodutos de degradacdo, que podem ser removidos do seu local de
acdo, mas ndo necessariamente do organismo. Bioabsorvivel sdo materiais poliméricos e
dispositivos que podem se dissolver em fluidos corpéreos sem qualquer clivagem da cadeia
macromolecular ou diminui¢do de massa molecular, como no caso da dissolucdo lenta de
implantes soldveis em fluidos organicos. Biorreabsorviveis sdo materiais poliméricos e
dispositivos sélidos que mostram degradacdo através da diminuicdo de tamanho e que sdo
reabsorvidos in vivo; i.e. materiais que sdo eliminados por rotas metabdlicas do organismo.
Biorreabsor¢do é um conceito que reflete a eliminacdo total do material e dos subprodutos de
degradacdo (compostos de baixa massa molar) sem efeitos colaterais residuais. A palavra
"biorreabsor¢do" é aplicada quando a eliminagdo € total. Um polimero bioabsorvivel pode ser
biorreabsorvivel se suas macromoléculas sdo excretadas (Vert et al, 1992; Barbanti et al, 2005).
Os materiais poliméricos biorreabsorviveis sao os compostos utilizados preferencialmente em
dispositivos tempordrios (Tormaélé et al, 1998).

A aplicagdo de polimeros biorreabsorviveis como biomateriais é de grande interesse devido
as suas caracteristicas de biodegradagdo e biorreabsor¢ao, eliminando um segundo procedimento
cirirgico no paciente, pois esses materiais se degradam por hidrdlise e os produtos da degradacao
(CO; e H,0) sdo reabsorvidos pelo organismo.

A indicacdo do polimero adequado para uma determinada aplicacio depende de suas
propriedades fisico-quimicas, mecanicas, morfoldgicas e da resposta tecidual. Essas propriedades
interferem diretamente no tempo de degradacao do dispositivo.

A engenharia de tecidos tem sido apontada na literatura como sendo uma das 4reas mais
importantes, utilizando-se das técnicas de cultura de células sobre arcaboucos de biomateriais,
sendo vista como uma alternativa para o tratamento de lesdes e perda de tecidos ou 6rgaos.

Duas estratégias sdao estudadas quando se pretende analisar a formacdo de um novo tecido a
partir de células pré-cultivadas. Na primeira, o material polimérico é desenvolvido de forma a
suportar fisica e mecanicamente as células, desde a inoculagdo até o ponto de formagao do tecido
prematuro e implantacio no organismo hospedeiro. Neste caso, o implante ocorre antes da
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formacao in vitro de tecido maduro. Na segunda, o implante apds a formagdo de um tecido ésseo.
O dispositivo polimérico € dimensionado com propriedades mecénicas e tempo de degradacao
adequado para a inoculagao das células até a sua inser¢ao num biorreator, onde ocorre a formagao
completa do tecido maduro. H4 controvérsias sobre qual a melhor estratégia, mas discute-se que a
escolha de uma delas depende do tecido que se pretende obter e da extensdo da lesdo.

Vérios trabalhos tem sido realizados com implantes pelo grupo de biomateriais —
LABIOMAT/PUC-SP (Luciano et al, 2003; Rezende et al, 2005; Barbanti, 2005;) — entre eles o
estudo de dispositivos médico-hospitalares diretamente no tecido. Com o avango das pesquisas
optou-se por estudar a resposta das células pré-cultivadas ap6s o implante no local do defeito.

O poli(D,L-4cido latico-co-acido glic6lico) na propor¢dao 50:50 é um copolimero amorfo,
rigido, com boas propriedades mecanicas, entretanto degrada completamente num intervalo de
30-40 dias, o que ndo seria vidvel para implantes para recuperacao de fraturas. Em contraposicao,
a poli(e-caprolactona) € um polimero semicristalino, flexivel, e com longo tempo de degradacao.
Assim, visando obter um material com propriedades adequadas para a regeneracdo Ossea, a
formacdo de uma blenda seria util para obter um novo material com propriedades intermedidrias,
dependentes da composi¢do, entre os dois materiais avaliados de maneira isolada.

Os resultados obtidos através do estudo in vitro nos permitiram indicar a melhor
composi¢do da blenda para serem utilizadas como arcaboucos no crescimento e na diferenciacio
celular, maior invasdo celular na blenda e um menor periodo de reacdo inflamatéria, com
contribuicdes no que diz respeito ao implante do material ja inoculado com a cultura de células.

O estudo dessa nova blenda teve o intuito de avaliar a reagdo do material in vitro e in vivo,

verificando sua interacdo e rea¢do tecidual, com o tecido hospedeiro.

Objetivos

Neste trabalho, enfocamos o estudo das técnicas de preparado de arcaboucos densos e
porosos da blenda biorreabsorvivel de poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(D,L-4cido latico-co-
acido glicolico) (PLGA) nas diferentes composi¢des (70/30, 50/50 e 30/70), caracterizando-os
quanto as suas propriedades morfologicas e mecanicas. A interacdo bioldgica das amostras foi
avaliada pela cultura de osteoblastos em relacdo a sua adesao e morfologia celular e o estudo in

vivo foi realizado pelo implante em tibias de ratos Wistar.
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1 Biomateriais

De um modo geral, os dispositivos utilizados como implantes sdo classificados como
temporarios ou permanentes. Como permanentes podem ser citadas as proteses articulares de
joelho, quadril, ombro, etc, sio compostos utilizados com o objetivo de substituir um tecido
lesado por tempo indeterminado. Dessa forma, sdo produzidos de modo a reter as suas
caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas por longos periodos. Ao contrdrio destes, o objetivo
dos dispositivos tempordrios é reparar o defeito até que o processo natural de recuperacdo do
tecido tenha se completado (Torméld et al., 1998). Hoje, aliado aos avancos tecnoldgicos, tem se
destacado o desenvolvimento de biomateriais com superficies modificadas, como € o caso das
superficies produzidas farmacologicamente, biomimeticamente ou por engenharia de tecido ou
mesmo por meios fisico-quimicos (Langer et al., 2004).

O uso de polimeros no corpo humano ¢ acompanhado por algum tipo de interagdo polimero-

célula. Os primeiros usos de polimeros in vivo foram basicamente em aplica¢des onde o polimero
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deveria permanecer inerte, e os estudos voltavam-se entdo para o entendimento de como prevenir
ou minimizar as interagdes indesejaveis. Embora tais questdes continuem sendo importantes para
uma variedade de aplicacdes, hoje, o “design” de novos polimeros que interajam com células
provocando resposta fisioldgica como crescimento, ou diferenciagdo, € um outro aspecto em
destaque. Na ultima década, avancos significativos foram conseguidos quanto ao entendimento
dos mecanismos de interagdo das células com seu meio natural, a matriz extracelular, servindo
assim como base para o desenvolvimento de materiais que possam exercer um papel ativo na
regeneracao de tecidos (Ambrose et al., 2004).

Nesse sentido, o estudo de implantes sintéticos de polimeros tem direcionado suas pesquisas
para materiais biocompativeis, biofuncionais e, principalmente, para aqueles que sdo degraddveis
e biorreabsorviveis pelo corpo humano. Dentre eles encontram-se os poli(o-hidroxi dcidos),
representantes de uma classe de poliésteres alifdticos sintéticos, da qual fazem parte os poli(dcido
glicélico) (PGA), poli(acido latico) (PLA), poli(4cido latico-co-acido glicélico) (PLGA) e seus
copolimeros. Outros materiais, como a poli(e-caprolactona) (PCL) também s3o materiais
biodegraddveis e biorreabsorviveis. Esses materiais t€ém sido investigados para uso em uma
variedade de importantes aplicagdes em tecidos moles e para reparo de ossos nas dreas médica e
odontoldgica devido a sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade in vivo, pois
elimina-se a necessidade de remover o implante apds a cura do tecido (Sung et al., 2004).

A literatura mostra que o processo pela qual os poli(a-hidroxi dcidos) degradam € a cisdao
por hidrélise das ligacdes ésteres, originando produtos e subprodutos atéxicos, biocompativeis, e
que sdo reabsorvidos pelo organismo fazendo parte do metabolismo dos carboidratos. Neste
processo de biodegradacao e biorreabsorcao metabdlica, os produtos CO, e H,O sdo substancias
eliminadas através da urina e da respiragdo. (Bostman et al., 2000; Chen et al, 2004).

Dispositivos para pele, ossos, vasos sanguineos, figado, cartilagens, intestino e nervos
podem ser obtidos a partir destes materiais absorviveis e estdo em vdrios estagios de investigacao
e desenvolvimento como produtos clinicos (Park & Cima, 1996). Dispositivos de poli(écido
l4tico) apresentam potenciais aplicacdoes de acordo com a forma dos implantes, como esponjas
(DrylacTM) (Barrows, 1991), pinos (Van der Elst et al.,1995), matrizes de dupla camada (Coelho
et al., 2000), monocamada (Luciano et al., 2003) ou ainda materiais mistos (Von Recum et al.,

1995).
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Dentre muitos outros campos de pesquisa explorados, ndo se pode esquecer a importancia de
diversos fatores que influenciam a reagdo do organismo a presenca de um implante
biorreabsorvivel. Essa resposta pode ser relacionada ao tamanho e composicdo do implante bem
como o sitio de implantacdo. A taxa de degradacdo do polimero e a capacidade do tecido de
eliminar os produtos desta degradacdo sdo caracteristicas-chave na reagdo tecidual ao implante.
Se o tecido adjacente ndo pode eliminar os subprodutos dcidos de um implante que se degrada
rapidamente, possivelmente resultard em uma resposta inflamatéria ou téxica (Suganuma &

Alexandar, 1993).

2.2 Polimeros Biorreabsorviveis

Kim e colaboradores (2004) estudaram polimeros biorreabsorviveis na forma de
compdsitos com hidroxiapatita, e observaram a boa biocompatibilidade do material, bem como a
resisténcia mecanica com o tempo de implantacdo, no qual concluiram que o compdsito induz o
crescimento primdrio de culturas de osteoblastos, porém sugerem a necessidade de estudos mais
aprofundados.

Middleton & Tipton (2000) relatam uma lista de polimeros biorreabsorviveis comerciais,
sua utilizacdo (suturas, parafusos e fixadores de fraturas) e fabricantes para uso em dispositivos
ortopédicos, mas todos para fraturas em 0ssos curtos.

Ambrosio et al. (2003) realizaram um levantamento dos estudos de polimeros
biorreabsorviveis in vivo realizados por vérios autores e concluiram que esses materiais estao
sendo muito estudados para usos clinicos (recuperacdo de fraturas, liberagdo controlada de
medicamentos, reparos de ligamentos, etc.) e sugerem o continuo estudo dos mesmos com o
intuito de melhorar cada vez mais suas propriedades para o uso em humanos.

As avaliacdes dos dispositivos de osteosintese e osteointegracdo também sao realizadas
através da cultura de células. A cultura de osteoblastos fornece dados de adesdo, crescimento,
diferenciagdo celular e produgdo de matriz dssea mineralizada, além de representar a formacao do
novo tecido (Anselme, 2000).

Osteoblastos cultivados sobre filmes de PGA e PLGA mostraram um padrao de adesdo
satisfatério quando comparados ao controle positivo, além de apresentarem a capacidade de

crescer e proliferar sobre o substrato. As células demonstraram um aumento na atividade da
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enzima fosfatase alcalina na sintese de coldgeno (Ishaug-Riley et al., 1997b). Resultados
similares foram obtidos pela cultura de osteoblastos em dispositivos tridimensionais de PLGA
com a mineralizacdo da matriz 6ssea produzida (Ishaug-Riley et al., 1997a, Ishaug-Riley et al.,
1998 e Kim et al., 2004).

Uma vez que o objetivo de um biomaterial € restaurar a funcio de tecidos naturais e 6rgaos
do corpo humano, é importante entender as relacdes entre propriedades, funcdes e estrutura dos
materiais bioldgicos, materiais de implante e a interagdo entre eles no corpo. A cultura de
osteoblastos representa o enfoque das pesquisas em implantes tempordrios com menor custo e
menor tempo de reabilitacdo, além de viabilizar um Unico procedimento invasivo para colocacgdo

do implante.

2.3 Polimeros Porosos

A porosidade nos substratos poliméricos € considerada como morfologia preferencial em
aplicacdes na Engenharia de Tecidos. Segundo Mikos et al. (2000) a taxa de penetragdo e
crescimento celular em arcabougos porosos de polimeros biorreabsorviveis estd diretamente
relacionada com o tamanho dos poros no material. Os poros aumentam a drea superficial das
amostras, promovendo espaco adequado para a invasdo celular e facilitando a difusdo dos fluidos
organicos durante a cultura de célula e quando implantado no organismo hospedeiro. A
distribuicdo da uniformidade e interconexao da estrutura porosa € importante, facilitando a
formacdo dos tecidos na forma de uma rede organizada, tendo grande aplicacdo na reconstrucao
de tecidos como cartilagem e 0sso.

Como morfologia preferencial para uso na engenharia de tecidos, arcabougos porosos tém
sido preparados por diversas técnicas. As técnicas de preparo de arcaboucos porosos foram
descritas em culturas de células especificas, podendo-se destacar: fiber bonding, evaporacao de
solvente com adi¢do e lixiviacao de sal (solvent casting, particulate leaching), inversdo de fases,
injecdo de gds, deposicdo por fusdo (fused deposition modeling, FDM), freeze-dried e
sinterizacdo por laser (Williams et al., 2005).

A técnica de fusdo aliada a extrusdo/inje¢ao tem tido destaque nos ultimos anos. A técnica
permite o prepara de arcabougos com regularidade e estabilidade dimensional. Através de moldes
apropriados pode-se construir arcabougos com complexas geometrias. (Jeong et al., 2004;

Barbanti et al., 2004a e Boccaccini et al., 2005).
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Uma das caracteristicas desses arcaboucos para crescimento celular € a porosidade. Estudos
anteriores realizados por Rezende et al., (2005), com membranas e tubos de poli(dcido latico)
com adicdo de um plastificante biocompativel, mostraram que a degradacao € influenciada pela
concentracdo desse aditivo e que em polimeros semicristalinos, além da flexibilidade, obtinha-se
um dispositivo poroso. Ao contrdrio dos polimeros semicristalinos, quando amorfos, o
plastificante ndo provocava esse efeito (Luciano et al., 2001; Luciano et al., 2003). Em relacdo a
obtencdo de um arcabougo poroso, outros estudos com membranas de poli(L-dcido latico) e
poli(D,L-4cido lético-co-4acido glicolico) com a adicdo de citrato trissodico 2-hidratado
(CeHsNa307.2H,0), mostraram a possibilidade de se controlar o tamanho dos poros adicionando-
se particulas do sal com granulometria controlada. O crescimento de células osteobldsticas sobre
esses arcaboucos poliméricos mostrou que a adesdo celular ¢ melhor em arcabougos de poli(D,L-
acido latico-co-acido glicélico) comparado ao poli(dcido latico), embora a proliferacdo ocorra
satisfatoriamente nos dois casos (Barbanti, 2001; Barbanti et al., 2002).

Entretanto, o interesse nos arcaboucos para cultura de células e regeneracdo de tecidos é
centrado em arcaboucos tridimensionais, de forma a obter o tecido formado no formato desejado.
Assim, dispositivos na forma de membranas ndo atendem a essa exigéncia, sendo necessario a
injecdo desses polimeros em um molde desejado, o que impossibilita o uso do plastificante.
Nesse caso o sal € mais indicado para a obtencdo de poros, pois 0 mesmo se mantém inalterado
nas temperaturas de processo.

Tendo em vista a preocupagdo quanto a avaliacdo desses polimeros e suas interacdes
celulares, muitos testes tem sido propostos para anteceder a avaliacdo em pacientes. Tais testes
envolvem desde simulacdes biomecanicas, testes in vitro para avaliar toxicidade e testes em
animais para avaliar a biocompatibilidade e a biofuncionalidade. O estudo da adesao, crescimento
e diferenciacdo celular sao, atualmente, essenciais no desenvolvimento e na avaliacdo desses
materiais (Hou et al, 2002; Wu et al., 2006).

Hoje, vérias dreas envolvidas com pesquisas biomédicas empregam técnicas de cultura de
células para estudar aspectos da biologia celular, diagnosticar doencas e avaliar a toxicidade,
mutagenicidade e transformabilidade de varios meios, materiais e dispositivos sintéticos,
propagar virus para uso na confec¢do de vacinas, sintetizar produtos especificos como hormdnios

e anticorpos, etc (Auger et al., 2004).
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Tendo em vista que testes in vivo sdo normalmente de elevado custo, os testes in vitro sao
bastante uteis, principalmente quando se tem um ndmero elevado de amostras, permitindo que se
faca uma pré-selecao que serdo posteriormente submetidas ao teste in vivo. Cultura de células
dependentes de ancoragem constitui-se uma ferramenta util para avaliagao de biomateriais (EI-
Amin et al., 2006).

Além dos testes in vitro, a cultura de células representa a formacdo do novo tecido. Em
tecidos Osseos as aplicagdes terapéuticas envolvem principalmente os dispositivos ortopédicos
(como os pinos, parafusos e placas de fixacdo), e os que promovem a regeneragao do osso guiado

(Liu et al., 2004).

2.4 Blendas de PCL/PLGA

O poli(D,L-4cido latico-co-acido glicolico) (PLGA) é um polimero amorfo, com
temperatura de transi¢do vitrea (Tg) por volta de 50°C, e por isso é rigido a temperatura
ambiente. A poli(e-caprolactona) (PCL), por outro lado, € semicristalina e flexivel a temperatura
ambiente, com Tg a —60°C (Williamson et al., 2004). Isoladamente os materiais possuem,
também, diferentes propriedades mecanicas. O moédulo de flexdo nas amostras de poli(D,L-4cido
latico-co-4cido glicélico) é aproximadamente 5 GPa, enquanto nas amostras de poli(e-
caprolactona) 350-500 MPa. Os estudos de degradacdo dos homopolimeros desses materiais
mostraram que a taxa de biorreabsorcdo do poli(D,L-4cido lético-co-4cido glicdlico) €
significativamente menor que a da poli(e-caprolactona) (Barbanti, 2005).

Muitos fatores determinam a taxa de degradacdo dos polimeros biorreabsorviveis, entre
eles: local de implante, solicitacdo mecéanica, massa molar, distribuicio da massa molar,
composi¢do quimica/esterioisométrica, cristalinidade, sua morfologia (Middleton & Tipton,
2000). Por isso, nem sempre um homopolimero atende todas as necessidades para serem
utilizados como arcaboucos. Blendas poliméricas contendo componentes biorreabsorviveis, ou
hidroliticamente instdveis, tem recebido muito interesse devido a facilidade com que suas
propriedades fisicas e caracteristicas de degradacdo podem ser alteradas. As propriedades das
blendas dependem principalmente da miscibilidade termodindmica. Se os polimeros sao

imisciveis, as propriedades dependerdo nao somente das propriedades de cada componente, mas
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também da morfologia e da adesdo entre as fases. Para blendas misciveis, busca-se um
sinergismo entre as propriedades de cada polimero.

O estudo de blendas de poli(e-caprolactona) tem sido descrito na literatura como uma
forma de melhorar as propriedades mecanicas e ter um controle das caracteristicas de degradacao
desses materiais (Coelho et al, 2000). Avaliar as blendas poli(D,L-acido ldtico-co-acido
glicdlico) e poli(e-caprolactona) como arcabouco para cultura de células na engenharia de tecidos

representa um avancgo no desenvolvimento de materiais biorreabsorviveis.

2.5 Aplicacoes dos Polimeros Biorreabsorviveis de PCL/PLGA.

2.5.1 Uso ortopédico.

Na ortopedia € comum o uso de implantes temporérios de metais, que ndo correspondem
aos biomateriais ideais para esse tipo de aplicacdo. O tempo no qual a prétese metélica funciona
como um desvio a tensdo aplicada ao osso tem como conseqiiéncia o desenvolvimento de uma
estrutura 6ssea mecanicamente inferior devido a atrofia, pois o osso para de ser submetido aos
esfor¢os. Acima de tudo, a necessidade de remocdo das préteses metdlicas representa uma grande
desvantagem, pois demanda uma segunda cirurgia, acarretando em um maior tempo de
recuperagao para o paciente, com conseqiiente aumento dos custos e dos riscos de complicagdes
cirirgicas (Beumer et al., 1994; Middleton & Tipton, 2000).

A geracdo de tecido 6sseo e cartilaginoso através do transplante autégeno de células/tecido
corresponde a uma das mais promissoras técnicas da cirurgia ortopédica e engenharia biomédica,
resultando na eliminacdo de problemas como lesdo do tecido doador, rejeicio imunoldgica e

contaminac¢do (Naughton, 1995; Patrick Jr. & Mikos, 1998).
2.5.2 Arcabouco para cultura celular.

Com o advento e pesquisas de implantes temporérios aliados aos avancos em cultura de
células in vitro, surgiu uma nova linha de pesquisa dentro da drea de Biomateriais, a Engenharia

de Tecidos, uma alternativa para o tratamento de lesdes e perda de tecidos ou 6rgaos. Baseada na

regeneracdo de tecidos do préprio paciente, estes sdo produzidos fora do organismo através do
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recrutamento de células sadias e cultivadas sobre arcaboucos' de polimeros biorreabsorviveis
(Langer 2004).

Células isoladas ndo podem formar tecidos, pois requerem um ambiente especifico, o qual
normalmente inclui a presenga de um material arcabou¢o agindo como uma matriz para o
crescimento, servindo como arcabouco fisico e substrato adesivo para o crescimento de células
isoladas durante a cultura in vitro e subseqiiente implantacao (Atala, 2004).

As vantagens do transplantes de células sobre o transplante de 6rgdos estdo no fato de
populacdes de células isoladas expandirem in vitro com a utilizacdo de técnicas de cultura
celular, necessitando somente um pequeno nudmero de células doadoras para preparar o
subseqiiente implante. O tecido é removido de um doador, dissociado em células, ou grupo delas,
fixadas ou encapsuladas em um arcabouco polimérico e transplantadas ao paciente, sendo
desnecessdrio a parte doadora sacrificar um 6rgdo todo. O uso de células isoladas também
permite a remoc¢ao daquelas indesejaveis, as quais podem ser alvo de resposta imune, influindo
no processo de rejei¢do. Em adicdo, cirurgias entre doadores e receptores, € seus riscos inerentes,
podem ser evitados e os custos dos procedimentos significativamente reduzidos (Cancedda et al.,
2003).

A utilizacdo de polimeros biorreabsorviveis é bastante promissora, com a desvantagem de
ainda se encontrar em estudo, com poucas aplicacoes praticas. Novos compostos sao
desenvolvidos e avaliados a cada ano e suas perspectivas de utilizagdo sdo imensas. A demanda

por "materiais ideais" a cada tecido e abordagem clinica ainda € um desafio.

2.6 Engenharia de Tecidos aplicada aos polimeros.

Considerado de forma integrada, sob o aspecto da ciéncia dos materiais e do tipo de tecido
e reparo necessdrio, a selecao do polimero segue, segundo Hutmacher (2000), basicamente duas
estratégias: na primeira, o material polimérico € desenvolvido de forma a suportar fisica e

mecanicamente as células, desde a inoculagcdo até o ponto de formacdo do tecido prematuro e

' A palavra scaffold é traduzida literalmente como “andaime, palanque, armagdo, arcabouco”. Na lingua portuguesa pode-se atribuir diversos
significados, como p. ex.: arcaboucos, matrizes tridimensionais, arcaboucos, estruturas, etc. Neste projeto, o termo adotado como sindnimo de

scaffold sera arcabougo.
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implantacdo no organismo hospedeiro. Neste caso, o implante ocorre antes da formacdo in vitro
de tecido maturado. No organismo, o polimero é degradado numa razdo proporcional ao
crescimento celular e a solicitacio mecanica. Sua funcdo é proporcionar arcabouco para o
crescimento celular e adicionalmente servir como substituto mecanico/estrutural do tecido
original, até a formacdo do novo tecido e sua biorreabsor¢ao completa. A Fig.1 a seguir, adaptada

de Freed et al. (1993), ilustra a técnica da Engenharia de Tecidos aplicada em estudo in vivo.

ENGENHARIA DE TECIDOS

Tecido Doadlor Suporte Polimérico

Cultura de Células
— in vitro

Figura 1 — Técnica da engenharia de tecidos (adaptado de Freed et al., 1993).

Na segunda estratégia, o implante ocorre com tecido maduro formado. O dispositivo
polimérico é dimensionado com propriedades mecanicas e tempo de degradacido adequado para a
inoculacdo das células até a sua insercdo num biorreator, onde ocorre a formacdo completa do
tecido maduro. Nesta etapa, as células semeadas proliferam-se e secretam matriz extracelular
durante a cultura estitica e/ou dindmica, enquanto o polimero é degradado e absorvido
gradualmente, permitindo espaco para a proliferacdo celular e formacdo do tecido no reator
bioldgico. Somente apds a formacgdo do tecido, o implante € inserido no organismo.

Ambas as estratégias podem ser utilizadas para reparos em tecidos dsseos e cartilaginosos.

Entretanto, o sucesso da técnica e da estratégia varia em fungdo do tipo, local e extensao do
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tecido lesado, aliado ao conhecimento de propriedades especificas de biodegradacio e
biorreabsor¢ao dos polimeros utilizados (Hutmacher ez al., 2000; Kelloméki et al., 2004).
Definido e baseado nas estratégias anteriores, o primeiro estigio na Engenharia de Tecidos
inicia-se com o desenvolvimento, selecio e preparagdo dos arcaboucos de polimeros
biorreabsorviveis. Em aplicacdes na reconstru¢do de tecidos, o objetivo dos dispositivos
tempordrios como arcabouco para a cultura de células € reparar o defeito até que o processo
natural de recuperacdo tenha se completado. Nesse sentido, o estudo de implantes sintéticos de
polimeros tem direcionado suas pesquisas para materiais biocompativeis, biofuncionais e,
principalmente, para aqueles que sido degradaveis e biorreabsorviveis pelo corpo humano (Rai et

al., 2005).

As aplicacdes de polimeros biorreabsorviveis sdo diversas e incluem o reparo de nervos,
tecido periodontal, cartilagem e osso. Os arcaboucos podem ser obtidos a partir de polimeros
sintéticos que se assemelhem a matriz extracelular, isto €, que apresentem semelhancas quanto as
propriedades mecanicas e quimicas para interagir com células de maneira biologicamente

adequada (Tsang et al., 2004).

2.7 Defeito Osseo

Os defeitos 6sseos podem ser provenientes do resultado de uma anormalidade congénita,
trauma ou doenca. O tecido 6sseo é continuamente reposto e remodelado de acordo com a tensdo
aplicada pelos osteoblastos e osteoclastos, sendo capaz de se auto-reparar apds ferimentos.
Porém, quando esses ferimentos causam grandes defeitos, o osso € incapaz de repara-los,
formando um tecido fibroso, perdendo a sua fung¢do mecanica (Schenk et al, 1994). Se essas
lesdes sao limitadas na substancia do proprio tecido da cartilagem articular (espessura parcial ou
defeitos superficiais) elas ndo cicatrizam espontaneamente. Se, porém, elas penetrarem na
camada subjacente do osso subcondral (defeitos em toda a espessura), ocorre entdo, como
resultado, uma reagdo espontdanea de reparo limitada, com células, dessa resposta, originadas da
medula dssea e espagos vasculares (Coombes et al., 2004; Coppini et al., 2006).

A regeneragdo Ossea requer quatro componentes: um sinal morfogenético; células

hospedeiras que respondem ao sinal; um carreador apropriado deste sinal que o possa entregar
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aos locais especificos e sirva assim como um arcabougo para o crescimento das células
responsivas do hospedeiro e um leito vidvel e bem vascularizado (Sakar et al., 2006).

O processo de regeneracdo Ossea envolve o crescimento de células do tipo cartilaginosas
(condroblastos), que sdo formadas na superficie externa do ferimento, geralmente durante os
primeiros dias apds o ferimento ter ocorrido. Entre a terceira e quarta semana, a lacuna entre os
condroblastos do novo osso € invadida por tecido embriondrio, o qual forma uma ponte de tecido
conjuntivo. Entre a sexta e oitava semana, ocorre a calcifica¢io, onde o sistema vascular penetra
na fibrocartilagem, absorvendo-a, enquanto a drea € reposta por fibras 6sseas. Finalmente, entre
dois meses e dois anos, a nova fibra 6ssea € formada, esse processo evolui de modo a aparecer
um calo 6sseo, constituido por tecido ésseo imaturo que se forma de modo desordenado, mas que
une provisoriamente as extremidades do osso fraturado. Com a volta gradual do osso as suas
atividades, as tracdes normais a que estd sujeito vao determinar a remodelacdo do calo. Pouco a
pouco, o tecido dsseo primdrio do calo vai sendo absorvido e substituido por osso lamelar, até

que a estrutura que o 0sso apresentava antes da fratura seja refeita.

2.8 Enxerto Osseo

Em casos de fraturas graves ou patologias com perda de massa Ossea, os enxertos naturais
podem ser utilizados como auxilio para imobilizacdo, fonte de células osteogénicas e/ou moldes
que permitirdo o reparo. Os enxertos 0sseos sdo classificados de acordo com a sua origem, seu
local de doacdo e sua arquitetura histolégica (Brown et al. , 2004).

Quanto a sua origem os enxertos podem ser heterégenos, quando o organismo doador € de
espécie diferente do organismo receptor; enxertos aldgenos, quando o organismo doador e o
receptor sdo diferentes, porém da mesma espécie; e enxertos autéogenos, quando o 0sso provém
do mesmo organismo, apenas de local diferente. Os locais para a obten¢do dos enxertos 6sseos
geralmente sdo o cranio, a crista ilfaca e as costelas. Estruturalmente, os enxertos podem ser
compostos de osso compacto, 0sso esponjoso ou da combinagdo destes. Os enxertos Osseos
podem ser aplicados em reconstituicdes de defeitos congénitos, ou no reparo de fraturas e falhas
criadas apos a retirada de tumores (Macedo et al., 2000).

Mesmo sendo um importante recurso para a reconstrucao de falhas dsseas, a utilizacdo de

enxertos 9sseos se tornou restrita devido a complicagdes relacionadas a rejeicdo pelo organismo
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receptor quando o enxerto ndo € autégeno, e no caso de uma falha 6ssea com grandes propor¢des,
ha dificuldade para obten¢do dos enxertos autdgenos com volume suficiente de osso. (Sakar et al,
2006).

Com o intuito de refor¢ar os enxertos naturais ou até mesmo substitui-los, podem ser
utilizados materiais sintéticos. A Food and Drug Administration (FDA) estima a existéncia de
2.700 tipos de materiais médicos, a maioria destes contendo biomateriais sintéticos como seu
principal componente. Os biomateriais devem estar mecanicamente adaptados para exercerem
uma determinada fungdo. Para isso, antes de sua aplicagdo sdo submetidos a testes, como por
exemplo, os de forca de tensdo e resisténcia. Além disso, os biomateriais devem ser compativeis
e inertes aos tecidos e ao organismo como um todo, comportando-se de maneira ndo téxica e nao

destrutiva para com as células e os fluidos corporais. (Hedberg et al., 2005).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Preparo dos Arcaboucos Porosos.

Arcaboucos porosos de blendas de polimeros biorreabsorviveis foram preparados
utilizando-se poli(D,L-4dcido latico-co-acido glicdlico) (50:50) (PLGA), fornecido pela PURAC
(Holanda) e poli(e-caprolactona) (Mw 65,000) (PCL), fornecidos pela SIGMA (EUA), na
propor¢do PCL/PLGA: 70/30, 50/50 e 30/70.

As amostras das blendas foram obtidas por fusdo e a mistura dos materiais foi feita
utilizando-se uma mini injetora (Fig.2) Mini Max Molder (modelo LMM — 2017). A preparacdo
consistiu na fusdo do material durante aproximadamente 2 min, com temperatura constante de
140°C, com injecdo em molde cilindrico com dimensdes internas de 3,0mm de didmetro e 7,0cm
de comprimento. Durante o aquecimento foram adicionados porcdes de citrato trissddico
(CeHsNa307.2H,0) (MERCK), com uma granulometria do sal previamente estabelecida na faixa

de 180 a 250 um, na concentra¢ao (massa/massa) 1 polimero : 2 sal. Apds a injecdo, o molde foi
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resfriado a temperatura ambiente e os pinos formados foram cortados em amostras de dimensoes
3mm X 7mm.

A lixiviagdo do sal, para geracdo de poros no interior do material, foi realizada através da
imersdo das amostras em agua destilada e deionizada por 24h, seguidas por imersao em etanol

por 1h, secas a temperatura ambiente e submetidas a vdcuo por um periodo de 48h.

rotor

material

panelinha [~

Figura 2 - Esquema de funcionamento do Mini Max Molder.

3.2 Caracterizacio dos Arcaboucos

3.2.1 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

As amostras foram fraturadas utilizando-se N; liquido para observacdo da superficie da
fratura. As amostras foram coladas em um arcabouco metdlico e recobertas com ouro, utilizando-
se um metalizador de amostras Sputer Coater BAL-TEC SCD 050. Em seguida, as membranas
foram observadas ao Microscopio Eletronico de Varredura JEOL JXA 840A, utilizando tensdo de

10 a 20kv (Figura 9).

3.3 Cultura de Células

3.3.1 Obtencio das culturas primarias de osteoblastos de calota craniana de ratos.

Para este procedimento, foram utilizados ratos Wistar machos com idade aproximada de
20 dias sacrificados por deslocamento cervical seguido de decapitagdo. As calotas cranianas

foram retiradas através de uma abertura na regido cranial expondo-se a calota craniana, sendo

33



estas imediatamente retiradas e mantidas em meio de cultura DMEM (Meio Eagle Modificado
por Dulbecco - Nutricell), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell) e 0,2M de L-
glutamina (Sigma), adicionado de gentamicina (40mg/ml - Sigma). Em ambiente estéril, os
tecidos moles adjacentes as calotas foram cuidadosamente retirados, sendo posteriormente
fragmentadas e submetidas a digestdo enzimdtica para extra¢do celular em meio DMEM e
Img/mL de colagenase tipo IA (Gibco) durante 2 horas a 37°C. Apoés este procedimento,
prosseguiu-se a filtragdo da suspensao celular de osteoblastos em tela de “nylon”. Em seguida foi
realizada a centrifugacdo em trés etapas de 10 minutos a 1200rpm, com subseqiiente
ressuspensdo em meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e gentamicina. Apds a
centrifugacdo, foi realizada a quantificagdo da viabilidade celular com emprego do corante vital
azul de Tripan em camara hemocitométrica (Neubauer).

Os osteoblastos foram semeados em uma densidade de aproximadamente 10° células/mL
em frascos de cultura contendo o meio de cultura DMEM, suplementado com soro fetal bovino e
gentamicina, sendo utilizada placa de 96 pocos para cultivo de osteoblastos nos dispositivos
previamente esterilizados durante 30 minutos sob luz ultravioleta. Ap6s as células atingirem a
confluéncia, estas foram desprendidas do frasco através da atividade enzimdtica da
tripsina/EDTA por 5 minutos a 37°C e colocadas em novos frascos de cultura de 75cm”, numa
densidade aproximada de 10% células/cm®. Os frascos foram incubados a 37°C em atmosfera
saturada de vapor d’dgua e 5% de CO,. As trocas de meio de cultura foram realizadas a cada 48
horas com monitoramento didrio dos cultivos celulares em microscépio invertido Eclipse TS 100

(Nikon).

3.3.2 Teste de citotoxicidade direta.

Para a andlise da citotoxicidade direta, as blendas de PCL/PLGA 70/30, 50/50 e 30/70,
foram colocadas no fundo de placas de cultura com 96 pocos (Corning/Costar Corporation,
Cambridge, MA, USA), assim como, 10uL de solucdo de fenol 1%, sendo todos previamente
esterilizados em radiacdo ultravioleta (UV) por 30 min. A prépria placa de poliestireno foi
utilizada como controle negativo e o fenol como controle positivo para determinar citotoxicidade
de arcaboucos. Os pocos receberam 100uL de meio DMEM sem soro fetal bovino, sendo pré-

incubadas em estufa de CO; por 24 horas, conforme as normas da ISO 10993-5. Apéds a pré-
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incubagio, o meio foi retirado e os pogos receberam 10° células/mL em meio de cultura DMEM
com 10% de soro fetal bovino. As placas foram incubadas durante 24 horas em estufa de CO, a
37°C. Ap6s a incubagdo o meio foi retirado e os pogos foram lavados rapidamente com o mesmo
meio de incubacdo. Apds a lavagem, adicionou-se a cada poco 100uL de meio fresco sem SFB e
50uL de meio contendo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo tetrazolium (MTT)
(S5mg/mL), seguindo-se um periodo de incubagdo de 4 horas a 37° C no escuro. Apds esse tempo,
os 150uL contendo MTT foram substituidos por uma solucdo de 200ul de DMSO e 25ul de
tampao Glicina/Sorensen. Em seguida, 180ul das solug¢des contidas nos pogos foram transferidas
para uma nova placa, e a absorbancia do MTT foi lida em leitor de microplacas Elx-800-UV

(Bio-Tek Instruments, EUA) com emprego de filtro com comprimento de onda de 570nm.

3.3.3 Adesao celular nas blendas de PCL/PLGA.

O teste de adesao celular consistiu no mesmo procedimento da andlise de citotoxicidade,
onde o substrato de poliestireno € designado agora como controle positivo e os discos de teflon
sdo usados como controle negativo. A mesma concentracao celular foi semeada sobre os pocos da
placa, a qual foi mantida incubada, desta vez, por 2 horas. Apds esse cultivo o meio foi retirado e
os pogos repetidamente lavados, retirando as células que ndo sofreram adesdo. Dessa maneira,
assegura-se que o MTT metabolizado € referente somente as células aderidas. Em seguida,
adicionou-se 100ul de DMEM e 10puL de MTT (Smg/mL) incubando-se nas mesmas condi¢oes
de cultivo durante 4 horas. Apds este tempo, substituiu-se a solu¢do por 200uL de DMSO e 25uL.
de tampao Glicina/Sorensen. Em seguida, aliquotas de 100uL das solucdes contidas nos pogos
foram transferidas para uma nova placa. A absorbancia das aliquotas foi medida em um leitor de

microplacas Elx-800-UV (Bio-Tek Instruments, EUA), utilizando-se filtro no comprimento de

onda de 570nm.

3.4 Estudo in vivo com Cultura Celular.

3.4.1 Animais.

Este trabalho foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).
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Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos, com idade
aproximadamente de trés meses e pesando aproximadamente 300 gramas. Esses animais foram
provenientes do Biotério do CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica na
Area da Ciéncia em Animais de Laboratério, da UNICAMP. Eles permaneceram no Biotério da
Pontificia Universidade Catdlica de Sdo Paulo, no Centro de Ciéncias Médicas e Bioldgicas de
Sorocaba (CCMB/PUC-SP), alojados em gaiolas com trés animais cada, recebendo ragdo
comercial e 4gua “ad libitum”. Os animais foram mantidos em regime de claro-escuro

correspondente a 12 horas e temperatura controlada de cerca de 23°+/- 2°C.

3.4.2 Implante das blendas com cultura de células.

Apés realizada a cultura de células sobre os arcaboucos poliméricos, o conjunto
arcabouco/células foi implantado em tibias de ratos Wistar.

Nos implantes com cultura de células foi utilizado um total de 60 animais, divididos em
dois grupos: 30 animais implantados com pinos na composicdo 70/30 de PCL/PLGA e 30
animais implantados com pinos na composic¢ao 30/70 de PCL/PLGA.

Depois de pesados, os animais foram submetidos a anestesia geral com uma solugdo 1:1
de cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%) + Ketamina (Francotar), administrada por via

intramuscular na dose de 1,5mL/kg de peso corporal (fig. 3).

Figura 3 - Drogas utilizadas para a realizagdo da anestesia.

Depois de anestesiados os animais foram colocados em placa de conteng@o na posi¢ao
decubito dorsal. Tendo a regido de uma das patas traseiras tricotomizadas (Fig. 4.a), foi realizada

a assepsia local (Fig. 4.b). Uma incisdo longitudinal nav pele de aproximadamente lcm foi
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realizada ao longo da borda anterior da tibia. Com o auxilio do bisturi, o tecido muscular foi
seccionado e afastado até a exposi¢do do peridsteo. Exposto o peridsteo, este foi rebatido até a

exposicdo do tecido dsseo (Fig. 4.c).
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Figura 4 — (a) Tricotomia da tibia do rato; (b) assepsia da tibia do rato; (c) incisdo muscular e exposi¢do do
periosteo.

Com o0 uso de um mini motor de baixa rotacdo Bethil e uma broca Carbide de 3mm de
diametro, foi produzido um defeito dsseo critico de 3mm (Almeida, 2006) (Fig. 5.a; Fig. 5.b) no
terco superior da tibia. A falha foi produzida na camada cortical atingindo o canal medular, de
modo a permitir a introdu¢do do arcabouco polimérico com a cultura celular nas dimensoes
3x3mm. Este procedimento foi realizado em uma das patas dos os animais, para evitar maiores

traumas.
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Figura 5 - (a) Realizacio do defeito dsseo; (b) visualizagdo do defeito critico.

Imediatamente apds a preparacdo das cavidades e colocacdo dos corpos de prova, o
periosteo foi reposicionado e o tecido muscular suturado com agulha e fio 4-0 Ethicon. Em
seguida a pele foi suturada (Fig. 6) e aplicado em sua superficie solu¢do anti-séptica. Durante o

periodo de 24h pds-cirdrgicas os animais receberam dipirona diluido em 4dgua na dose de
2,5mL/L.

Figura 6 — reposicionamento da musculatura e sutura.
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Cada grupo de 30 ratos foi subdividido em diferentes tempos de implantes: 2, 7, 15, 30,
60 e 90 dias, sendo sacrificados 5 ratos para cada tempo.

Finalizado os periodos de 2, 7, 15, 30, 60 e 90 dias pds-cirirgicos, os animais foram
sacrificados por aprofundamento de anestesia com solucdo de Hidrato de Cloral 10% na dose de
400mg/kg. Em seguida as tibias foram dissecadas e o segmento de cada uma delas contendo o

material implantado foi removido com o auxilio de um disco caburundum (Fig. 7.a e 7.b)

Figura 7 — (a) Dissecacdo da tibia; (b) segmento da tibia dissecado.

3.4.3 Implante das blendas sem cultura de células.

Realizaram-se os implantes das blendas sem cultura de células conforme o procedimento
descrito no item 3.4.1, diferindo apenas nos diferentes tempos de implantes em 2, 15, 30, 60 e 90
dias.

Para esses implantes foram utilizado um total de 60 animais, divididos em trés grupos: 20
animais implantados com pinos na composi¢ao 70/30 de PCL/PLGA, 20 animais implantados
com pinos na composicdo 50/50 de PCL/PLGA e 20 animais implantados com pinos na

composi¢do 30/70 de PCL/PLGA.
3.4.4 Estudo macroscépico.
Imediatamente ao sacrificio, as tibias foram retiradas e observadas para verificar a

presenca de sinais de rejeicdo ao implante e também o comportamento da blenda quanto a sua

integracdo com o tecido dsseo.
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3.4.5 Processamento do material.

Apés a remocdo, as amostras contendo os implantes foram imediatamente fixadas em
solucdo de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,1M (pH 7,4) por 24 horas, e logo em

seguida imersas em solucdo de tartarato de sédio e potdssio para descalcificacao.

3.4.6 Microscopia de Luz, inclusao em parafina e historesina.

Ap6s a descalcificagdo, o material foi lavado em solug¢do de tampao fosfato 0,01M (pH
7,4) durante 30 minutos (3 trocas de 10 min.). Posteriormente, o material foi desidratado em
gradientes crescentes de etanol, diafanizados e embebidos em parafina ou em historesina.

Os preparados foram seccionados com navalhas descartiveis em micr6tomo Leica RM
2145 a uma espessura de Sum. Prosseguindo-se com a coloragdo por Hematoxilina de Harris e
Eosina (HE) para a inclusdo com parafina, e para inclusdo em historesina utilizou-se Azul de

Toluidina e Pararosanilina, e examinados em um microscopio 6tico NIKON Eclipse E800.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao das Blendas através de MEV.

A andlise morfoldgica dos materiais utilizados como arcabougos para o crescimento celular
¢ fundamental para se verificar alguns parametros exigidos para essa aplicacdo, tais como,
porosidade, interconex@o entre os poros, tamanho e distribuicio de tamanho entre os poros
(Fig.8).

A figura 9 mostra a morfologia das blendas de PCL/PLGA nas composic¢des 70/30, 50/50 e
30/70 preparadas com adicao de sal, e posterior lixiviacdo. Verifica-se que as blendas apresentam
morfologia porosa, com superficie irregular e concavidades geradas pelas particulas de sal
durante o processo de evaporacdo do solvente e posterior saida apds o processo de lixiviagdo.
Nao foram observadas particulas de sal na andlise da fratura das amostras, porém, nao se pode
afirmar que ocorreu interconexdo dos poros em toda a espessura do material. Morfologicamente,
verifica-se diferenca entre as blendas de PCL/PLGA. Apesar de todas as blendas apresentarem
poros, as blendas 70/30 (Fig. 9.a) e 30/70 (Fig. 9.c), com maior composicao de um dos dois

polimeros, sdo mais porosas se comparadas com a blenda 50/50 (Fig. 9.b). Porém, a blenda 30/70
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apresenta poros com diametros menores e a distribuicdo de tamanho dos poros € mais
homogénea. Esse fato se deve aos parametros de miscibilidade que envolvem a mistura dos dois

polimeros, aspecto ndo abordado nesse estudo.

Firo com sal Lixiviaglo Fino Poroso

Figura 8 — Lixiviagdo do sal nos pinos de polimeros biorreabsorviveis (Barbanti et al, 05).
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7030 frat 7030 frat(2)

37198 -:] 60282

36125 -:] 57728

5050 frat 5050 frat(3)

30076 —:] 620% 31055 —j B5535

3070 frat 3070 frat(2)

31664 —:] A5535

Figura 9 — Micrografias eletronicas de varredura da fratura das Blendas de PCL/PLGA preparadas pelo
processo de fusdo. (A) blenda de PCL/PLGA 70/30. (B) blenda de PCL/PLGA 50/50. (C) blenda de

PCL/PLGA 30/70.
43



Membranas com morfologias similares foram obtidas por Tang et al., (2006) pelo processo de
evaporacao do solvente. Segundo os autores, a morfologia final das membranas depende da
polaridade do solvente, das condicdes de evaporagao do solvente, do grau de cristalinidade do
material e da solubilidade do polimero no solvente utilizado.

A quantidade de sal utilizada no preparo dos arcaboucos € descrita como um fator
determinante na porosidade desses materiais, pois 0 aumento permite maior contato entre as
particulas salinas, permitindo a dissolucdo continua da substancia. Murphy et al., (2002)
propuseram a fusao do sal como um novo método para garantir a interconexao dos poros.

Como comentado anteriormente, a interconexdo dos poros € fundamental nas aplicacdes da
engenharia de tecidos, pois, além de permitir uma adequada difusdo do meio no arcabouco, ela
facilita a formagdo dos tecidos na forma de uma rede organizada (Guan et al., 2005).

Segundo Mikos et al., (2000), se tratando de aplicagdes como arcaboucos para cultura de
células e crescimento tecidual, a porosidade € fundamental, a taxa de penetracdo e o crescimento
celular sdo diretamente proporcionais a porosidade do material.

Os arcaboucos descritos pela literatura apresentam porosidades variadas e sdo dependentes
da técnica de processamento. Amostras preparadas pelo processo de evaporacao do solvente com
inclusdo de sal permitem produzir porosidade superior a 87%, semelhantes as obtidas em nosso
experimento (Mikos et al., 2000). Num estudo com PLGAS50 e tamanho de particulas de NaCl
entre 250 e 350um, Agrawal et al. (2000) estabelecem uma relacdo proporcional entre a
quantidade de sal adicionada (concentracdo) e a porosidade: usando razdes de 3,5/1
(sal/polimero) (m/m), 7/1 e 14/1, a porosidade aumenta em aproximadamente 5% na faixa entre
80 e 95%.

Outros métodos para a determinacdo da porosidade t€ém sido propostos, como a andlise por
porosimetro de mercurio, entretanto os erros decorrentes da flexibilidade das amostras sao
freqiientes (Hedberg et al., 2005).

Na regeneracdo de tecidos, o tamanho do poro esta relacionado com o tipo de célula que
forma o tecido. Avaliados em estudos in vitro e in vivo, determinar a faixa “6tima” do tamanho
do poro representa um importante enfoque das pesquisas em arcaboucos sintéticos (Sarazin et
al., 2004). O crescimento de fibroblasto tem sido relacionado em arcabougos com tamanho de
poros entre 5 e 15um (Wang et al., 2001), o de hepatdcitos em aproximadamente 20um (Maquet

et al., 1997), regeneracdo de pele entre 20 e 150um e neovascularizacdo em Sum (Atala, 2004).
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Na reconstru¢do de tecidos 6sseos o tamanho dos poros varia de acordo com o estudo e o
material, entretanto a faixa preferencial varia entre 100 e 400um (Wang et al., 2007 e Sarazin et
al., 2004).

Estudos em implantes em osso de coelho mostraram crescimento satisfatério em
arcaboucos porosos de titdnio com poros de 100um de tamanho (Itédld ez al., 2001). A técnica de
adicao de sal e posterior lixiviagdo mostrou-se eficiente no preparo de arcaboucos porosos de
PLLA e PLGA (50/50) com poros menores que 45um, entre 180 e 250um e entre 250 e 350um
(Barbanti et al., 2002).

Em relacdo a morfologia do poro, a geometria pode ser alterada variando-se o tipo de sal
adicionado. Apesar do citrato de sodio apresentar sistema cristalino romboédrico, ndo foram
observadas diferencas morfoldgicas significativas na geometria do poro quando comparadas as
amostras preparadas por técnicas similares com NaCl (sistema cristalino cibico) (Barbanti et al.,

2004b).

4.2 Estudo in vivo das blendas de PCL/PLGA

Realizou-se um estudo in vivo implantando-se as diferentes composi¢des das blendas de
PCL/PLGA sem cultura de células em tibias de ratos Wistar para verificar possiveis processos
inflamatérios do tecido 6sseo em resposta a presenga do material. Andlises histolégicas foram
realizadas ap6s 2, 15, 30, 60 e 90 dias de implante.

2 dias:

Nas andlises histolégicas das tibias implantadas com as blendas na forma de pinos de
PCL/PLGA nas composi¢des 70/30 (Fig. 10.a), 50/50 (Fig. 10.b), 30/70 (Fig. 10.c) foi possivel
observar em todos os cortes drea hemorrdgica com malha de fibrina contendo hemécias, e
presenca de fragmentos de osso previamente fraturados. Essas foram as primeiras respostas do

organismo para uma possivel reestruturacdo da fratura dssea.
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Figura 10 - Micrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com a blenda de PCL/PLGA na forma
de pino, 2 dias pds-cirdrgicos. (a) na composi¢do 70/30, observar malha de fibrina (mf) com hemorragia (H), 200x;
(b) na composi¢do 50/50, observar malha de fibrina (mf) e hemorragia, e a presenca de fragmentos de osso (fo)
proveniente da fratura, 200x; (¢) na composi¢do 30/70, observar malha de fibrina e hemorragia, e a presenca de

fragmentos de osso (fo) proveniente da fratura, 400x. Azul de toluidina e pararosanilina.

15 dias:

Nos implantes de PCL/PLGA 70/30 (Fig. 11.a) e 50/50 (Fig. 11.b) pode-se observar uma
reacdo endosteal com formagdo de osso primdrio no interior da cavidade medular.

Nos implantes de PCL/PLGA na composicao 30/70 notou-se a presenca do tecido
cicatricial resultante da organizacdo da malha de fibrina. Pode-se observar uma intensa reacio
periostal com ossificacdo endocondral, a presenca de dreas com cartilagem hialina e osso
primdrio sobre a regido cortical na regido da cavidade produzida para colocacdo do implante (Fig.

11.c).
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Figura 11 - Micrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com a blenda de PCL/PLGA na forma
de pino, 15 dias pds-cirdrgicos. (a) na composi¢do 70/30, notar a reagdo endosteal com formagdo de osso primdrio
(op), 200x; (b) na composicao 50/50, notar a reacdo endosteal com formagdo de osso primdrio (op) em volta do
polimero (P) no interior da cavidade medular, e a cartilagem hialina (ch), 200x; (¢) na composicdo 30/70, observar
uma intensa reag¢do periostal com ossificagdo endocondral, a presenga de dreas com cartilagem hialina (ch) e osso

primdrio, 200x. Azul de toluidina e pararosanilina.

30 dias:

Foi verificado nos implantes de PCL/PLGA 70/30 (Figura 12.a), e 30/70 (Figura 12.c)
uma reacdo periosteal com ossifica¢cdo endocondral.

Houve formagdo de osso primério, presenca de tecido cicatricial, assim como osteoblastos

e capilares sangiiineos neoformados ocupando as lacunas na matriz 6ssea. Estes achados puderam

ser observados também nos implantes de 30 dias com PCL/PLGA 50/50 (Figura 12.b).
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Figura 12 - Micrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com a blenda de PCL/PLGA na forma
de pino, 30 dias p6s-cirdrgicos. (a) na composi¢cdo 70/30, notar uma reagéo periosteal com ossificagdo endocondral
(oe), 200x; (b) na composi¢do 50/50, notar a presenga de osteoblastos (seta) ocupando as lacunas, assim como
capilares sangiiineos (ca) neoformados, 200x; (¢) na composicdo 30/70, observar reacdo periosteal com ossificagdo

endocondral (oe),e a cartilagem hialina (ch), 200x. Azul de toluidina e pararosanilina.

60 dias:

Nos resultados dos implantes de PCL/PLGA 70/30 (Fig. 13.a) foi observado neoformagao
Ossea, entre a cortical e o implante, essa neoformac¢do apresentou caracteristicas de osso jovem.
Houve presenca de células da medula dssea junto ao osso neoformado, em contato com o
implante.

Na figura 13.b mostrando os resultados de PCL/PLGA 50/50, obtivemos a presencga de
invasdo de tecido dsseo para o interior do implante. O 0sso que cresceu junto ao implante é

proveniente das trabéculas Osseas presentes no interior do canal medular.
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Em alguns casos, como na figura 13.c, a presenca da linha cimentante foi essencial para

diferenciar osso maduro de osso neoformado.

Figura 13 - Micrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com a blenda de PCL/PLGA na forma
de pino, 60 dias pds-cirtrgicos. (a) na composi¢do 70/30, presenca do implante (P) em contato com medula éssea
(seta) e osso jovem neoformado (0j). Notar a esquerda, presenga de osso maduro (om) na regido da cortical, 200x;
(b) na composi¢do 50/50, presenca de osso jovem invadindo o implante (seta), 200x; (c¢) na composicido 30/70,
contato do osso maduro (om) da cortical com osso jovem neoformado (0j) junto ao implante. Presenca da linha

cimentante separando os dois tecidos dsseos (seta), 200x. Azul de toluidina e pararosanilina.

90 dias:

Pode-se observar nos resultados com implantes de PCL/PLGA 70/30 (Figura 14.a) e de
PCL/PLGA 30/70 (Fig. 14.c), que a degradacdo da blenda permitiu a invasdo de tecido dsseo
contendo vasos sanguineos, € por tecido conjuntivo contendo células osteoprogenitoras, que

provavelmente se diferenciardo em osteoblastos para a produ¢do de medula Ossea.
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Entretanto, nos implantes com PCL/PLGA 50/50 (Figura 14.b), pudemos observar em
um dos animais a presenca de uma cédpsula fibrosa proveniente da reacdo rdpida da degradacdo do

implante.

i

Figura 14 - Micrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com a blenda de PCL/PLGA na forma

de pino, 90 dias pés-cirdrgicos. (a) na composicdo 70/30, implante sofrendo invasdo por tecido 6sseo (to) e tecido
conjuntivo (tc). Notar formacdo de capilares sanguineos (seta) junto ao tecido sseo, 200x; (b) na composicao 50/50,
formacdo camada fibrosa na interface osso (to) e implante (P), 200x.; (¢) na composi¢do 30/70, formagdo de osso

jovem (seta) entre a cortical e o implante (P) 200x. Azul de toluidina e pararosanilina.

A presenca de edema na regido do implante, observado em alguns animais com 2 dias
pos-operatorio, tem sido relatadas como um processo fisiolégico de reparo do tecido Osseo
(Hasirci et al., 2003).

Segundo Coraga et al., (2002) em seus estudos na quarta semana pds-implante foi
possivel observar no osso neoformado, drea com osso secundério. Esta maturacio tornou-se mais

evidente na oitava décima sexta semana pds-implante. Este processo de maturagdo foi observado
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também em pinos colocados em tibias de ovelhas. Os autores observaram que o 0sso presente ao
redor do implante estava diferenciado em osso lamelar apds doze semanas de implantacdo. A
presenca de osso jovem e maduro na camada 6ssea neoformada ao redor do implante se deve ao
processo de remodelagem do osso. A remodelagem 6ssea é um fendmeno que ocorre em todos os
ossos, sendo continua durante toda a vida em resposta a estimulos aos quais sdo submetidos
normalmente (Rohanizadek er al, 2007).

Conforme observado por Barbanti et al (2005) o grau de restauracdo final da arquitetura
original do tecido dentro do espago ocupado pelo implante varia por razdes ainda nao
inteiramente conhecidas. A degradacdo destes polimeros ocorre principalmente por hidrdlise e,
em pouca extensdo, com a acdo enzimdtica ndo especifica. Os produtos da degradacdo do poli
(acido glicdlico) e da polidioxanona sao excretados pelos rins. Através da hidrélise as moléculas
de poli (dcido latico) sdo degradadas, in vivo, em éacido latico e as de poli (4cido glicdlico) em
glicinas; estes produtos entram no ciclo do acido tricarboxilico da respiragdo e sdo excretados na
forma de 4gua e di6xido de carbono.

A neoformagdo 6ssea ao redor de implantes tem sido alvo de interesse de pesquisadores
que realizam testes de biocompatibilidade de materiais. Em vérios trabalhos, os autores avaliaram
esta camada levando em consideracdo aspectos relacionados a sua origem, maturagdo, contato
com o implante e existéncia de tecido mole em sua interface com o implante. Segundo os autores,
esta formagdo € uma resposta do tecido apds a implantacdo, resultado da ativacdao de células
osteogénicas desencadeada pela lesdo na cortical e nas trabéculas dsseas (Service, 2000).

De acordo com Guarniero et al., (2003), o osso formado ao redor de implantes colocados
no interior do osso, tem sua origem a partir das células osteogénicas presentes no peridsteo e
enddsteo, estimuladas pela agressdo dssea sofrida durante a coloca¢do do implante. Durante a
producdo das cavidades na tibia dos ratos o peridsteo foi rebatido e, apds a colocacdo dos
implantes, reposicionado em seu local original, o que contribuiu para a ativacdo das células
osteogénicas presentes no peridsteo. Este mecanismo € semelhante ao que ocorre na formagao de
calos dsseos externos e internos, freqiientes durante o reparo de fraturas dsseas.

Tipicamente, o uso de implantes em tecidos bioldgicos vem acompanhado de uma reacao
inflamatéria aguda, que normalmente evolui para um granuloma de corpo estranho. Quando o

material inerte € grande o suficiente para impedir a fagocitose por um unico macréfago, e que nao
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suscitem uma resposta inflamatdria ou imune, as células epitelidides e células gigantes se
justapdem a superficie e capsulam o material (Gosain et al., 2000).

Bostman et al., (2000), faz uma revisao histérica da biocompatibilidade e toxicidade de
aplicacdes clinicas de materiais baseados em PLA e PGA. No reparo de defeitos 6sseos, quase a
totalidade dos resultados indicam auséncia de reagdes inflamatdrias cronicas ou reacdes de corpo
estranho. Efeitos adversos como a ostedlise, observada em alguns estudos, tém sido atribuidas as
técnicas de esterilizagcdo e ao uso de materiais com altas taxas de cristalinidade, hidrofobicidade e
tempo de degradacgao.

Arcabougos de PCL tém sido descritos com biocompatibilidade semelhantes aos de PLA e
PGA, entretanto, devido ao longo tempo de degradacdo in vitro, os estudos que utilizam
dispositivos puros de PCL sao raros na literatura atual (Chen et al., 2004).

A literatura relata que arcabougos de blendas na forma de pinos de PCL/PLGA sao capazes
de promover crescimento de osteoblasto e fazer a sua propria manuten¢do, conforme apresentado
neste trabalho. Recentemente, blendas com PCL/PLGA vém sendo utilizadas como uma
alternativa para a melhoria das suas propriedades mecanicas (Barbanti et al., 2005).

Nos implantes realizados, os polimeros biorreabsorviveis conseguiram satisfazer varios
requisitos bioldgicos e técnicas para serem aceitos. Assim como as defini¢Oes feitas por Ciapetti
et al., (2003), os polimeros ndo induziram reac¢do inflamatéria de corpo estranho, ndo foram
carcinogénicos, mutagénicos ou teratogénicos, ndo causaram alergias, hipersensibilidade ou
toxicidade, nem ativaram o sistema de complemento, tendo uma importancia clinica relevante.

Nao foram detectadas reacdes inflamatdrias que pudessem comprometer os implantes e
suas degradacdes. De acordo com os resultados de Ciapetti et al., (2003), a reacdo Ossea aos
polildticos é em geral boa se os implantes sdo devidamente confeccionados e quando a técnica

cirdrgica é adequada.

4.3 Cultura de Células

O desenvolvimento de biomateriais capazes de direcionar o comportamento celular é,
atualmente, uma d4rea de pesquisa que avanca rapidamente. A aplicagdo de polimeros
biorreabsorviveis como materiais de arcabouco para cultura de células tem tido destaque em

diversas dreas de aplicacdo médica, sobretudo na area ortopédica, na qual varios materiais vem
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sendo desenvolvidos e testados com células osteobldsticas (Agrawal ef al., 2001 e Nakagawa et
al., 2004). Neste capitulo sdo apresentados os dados de cultura de osteoblastos de ratos Wistar
sobre amostras de arcaboucos porosos de PCL/PLGA preparados pelo método de fusao com

adicao e lixiviagdo do sal.

4.3.1 Citotoxicidade

Os dados obtidos pelo teste de citotoxicidade estdo apresentados na Figura 15. Os
resultados indicaram que as amostras analisadas apresentaram diferencas estatisticas
significantes. A amostra PCL/PLGA 70/30 foi estatisticamente menor que o controle negativo,
houve diferenca estatistica entre as amostras PCL/PLGA 70/30 e PCL/PLGA 30/70,
apresentando a amostra 30/70, o maior indice de absorbancia. A blenda 50/50 apresentou um

comportamento intermedidrio entre as duas outras blendas.

Citotoxicidade
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Figural$5 - Teste de citotoxicidade das amostras de PCL/PLGA preparadas pelo método de fusdo. Membranas de

Teflon® (controle negativo), placa de poliestireno (controle positivo).

Os dados aqui apresentados estdo de acordo com a literatura. Rezende et al, (2005) utilizaram
membranas de PLGA como curativo em pele de ratos Wistar, ndo observando efeito citotoxico
sobre o tecido. Entretanto, deve ser avaliado o indice de degradacao do PLGA a curto e longo
prazo, uma vez que este copolimero possui como caracteristica alto indice de degradacdo,

dependendo da composicao do copolimero (Rezende & Duek, 2003). Segundo Rezwan et al.,
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2006, o material degrada-se durante a cultura de células, servindo como arcabouco para

proliferacdo e secrecdo da matriz extracelular.

Os ensaios de citotoxicidade aqui demonstrados indicam boa tolerdncia das células
osteobldsticas e ainda auséncia de toxicidade dos biopolimeros. Entretanto afirmar que um
material ndo € toxico para as células ndo representa que ele serd um bom substrato. Também ¢é

necessario que o biomaterial interaja com as células através de uma adesdo celular.

4.3.2 Adesao de osteoblastos

Os resultados obtidos pelo teste de adesdo celular de osteoblastos indicaram que as
amostras analisadas apresentaram adesdao semelhantes entre as blendas estudadas, (Fig. 16). O
resultado do teste ANOVA, mostrou que ndo ha diferenca significativa entre as blendas amostras
e o controle positivo. Analisando apenas esse parametro, a blenda de PCL/PLGA poderia ser
indicada para servir como arcabougo para o crescimento de osteoblastos, independente das

composi¢oes estudadas.

Adesao Celular
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Figura 16 — Teste de adesdo celular das amostras de PCL/PLGA preparadas pelo método de fusdo. Membranas

de Teflon® (controle negativo), placa de poliestireno (controle positivo).

A primeira interacdo entre a célula e o substrato sintético é a adesdo celular. O termo

adesdo envolve etapas subseqiientes, sendo a primeira relacionada com a aproximagao e atracao
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entre as células e o biomaterial. A etapa € breve, e as forcas envolvidas sdo consideradas
secunddrias, como as forcas de dipolo induzido e permanente. A etapa seguinte ¢ mais longa e
estavel, proteinas da matriz, ou da prépria membrana plasmaética, sdo depositadas e adsorvidas
pelo material. Neste contexto, a interacdo entre as células e o material sintético depende,
fundamentalmente, das caracteristicas da superficie do material. A topografia, as propriedades
quimicas e a energia de superficie, determinam como as moléculas bioldgicas serdo adsorvidas,
influindo nas etapas subseqiientes de espalhamento, proliferacdo e diferenciacdo celular
(Anselme, 2000).

A influéncia das caracteristicas de superficie do arcaboucgo de cultura tem sido avaliada de
forma inter-relacionada. Superficie de amostras lisas e rugosas mostra ter influéncia na adesdo e
proliferacdao das células (Ambrosio et al, 2003). No experimento realizado com arcaboucos de
PCL/PLGA nao houve diferencas estatisticas significantes, a semelhanca estatistica entre elas nos
permite inferir a respeito do processamento do material, sugerindo ndo ter influéncia, neste caso,
na cultura de células. Superficies lisas, geralmente facilitam a adesdo quando comparadas as

rugosas, entretanto a invasao celular é maior nos substratos porosos (Béstman et al., 2000).

4.4 Implante de Osteoblastos cultivados sobre arcaboucos das blendas de PCL/PLGA.

Aplicados aos arcabougos de polimeros biorreabsorviveis na engenharia de tecidos, o
estudo in vivo representa a avaliagdo das amostras em sistemas complexos e que interagem entre
si. Nos protocolos de desenvolvimento de biomateriais € uma etapa obrigatéria e fundamental.

Inimeras pesquisas buscam aperfeicoar e intensificar o uso de arcabougos de biomateriais
para expansao de osteoblastos a fim de permitir a recomposi¢ao do tecido dsseo apds intervencao
médica. A interagdo célula-arcabouco deve ser avaliada para se firmar condi¢des Otimas de
adesdo, crescimento e diferenciacdo celular, requisitos essenciais para a formag¢do de um
neotecido in vivo. Este tecido de preenchimento deve apresentar propriedades biomecénicas
equivalentes ao tecido original, tornando-se capaz de devolver a func@o primaria a regido lesada,
através da morfologia diferenciada de suas células e no arranjo organizado das moléculas que

compdem sua matriz extracelular (Pineda et al, 2005).
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Os resultados apresentados a seguir referem-se as andlises histologicas dos implantes das

blendas de PCL/PLGA acrescidas de células osteoblasticas.

4.4.1 ANALISE MACROSCOPICA

Nas blendas de PCL/PLGA 70/30 e PCL/PLGA 30/70 nos periodos de 2, 7 e 15 dias ndo
se observou a formagdo de calo 6sseo, e foi notado a cavidade do implante com a blenda, sem
evidéncias de alteragdes patoldgicas locais.

Ja no periodo de 30 dias nas blendas de PCL/PLGA 70/30 e PCL/PLGA 30/70 nota-se
uma semelhanca nas anélises com o inicio da formagdo de um calo 6sseo delgado, embora ainda
seja visivel a cavidade do implante, sem sinais de processos inflamatorio.

Ap6s 60 dias de implante com PCL/PLGA 70/30 verificou-se um aumento do calo dsseo,
entretanto nos implantes com a blenda PCL/PLGA 30/70 a formagado do calo dsseo apresentou-se
mais espessa comparando com a blenda 70/30. A visualizacdo da cavidade do implante nas duas
composi¢des ndo era nitida e ndo houve sinais de alteragdes patoldgicas.

Na andlise macroscépica apds 90 dias de implante com a blenda 70/30 ficou evidente a
formacdo do calo 6sseo volumoso, e ndo foi possivel observar a cavidade do implante. J4 nas
blendas 30/70 o calo ésseo apresentou-se menos volumoso, o aspecto da neoformagdo éssea era
de completa integracdo, a cavidade realizada para o implante foi totalmente preenchida. Em
ambos tratamentos nao houve sinais de rejeicao imunoldgica ao implante.

Sendo assim, pelos aspectos macroscopicos, as blendas de PCL/PLGA 70/30 e
PCL/PLGA 30/70 demonstram apresentar uma boa interatividade com o tecido dsseo, nao

apresentando sinais de inflamacao e rejeicao.
4.4.2 ANALISE HISTOLOGICA

A anélise histolégica dos implantes da blenda de PCL/PLGA nas concentracdes 70/30 e
30/70, no periodo de 2 dias, ndo mostraram diferengas nas reac¢des teciduais frente ao processo

cirdrgico. Nos implantes com as blendas na concentragdo 70/30 (Fig. 17.a) foi possivel observar

area hemorragica com malha de fibrina junto ao polimero implantado e osso preexistente, reacao
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natural ao estimulo causado pelo defeito Osseo. Para os implantes com as blendas na
concentracdo 30/70 nota-se também darea de fibrina e dreas hemorragicas em volta do polimero
implantado, e a presenca de fragmentos Gsseos necrdticos preexistentes (Fig. 17.b) provenientes
do processo cirtirgico. Em detalhe sob luz polarizada observar a malha de fibrina (Fig. 17.c)
proxima ao polimero, resposta inicial pos lesdo tecidual relacionada ao processo de reparo. Nos
dois implantes houve presenca de células da medula Ossea, entretanto ndo observou-se a

formagao de neotecido osseo.

y A ‘ :
Figura 17. Fotomicrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com blenda de PCL/PLGA, 2 dias

pos-cirdrgicos. (a) na composi¢do 70/30 nota-se a presenca de uma malha de fibrina (mf) junto as células sangiiineas
na cavidade do implante (*), reacdo natural ao estimulo do defeito ésseo, 400x; (b) na composicio 30/70 observa-se
tecido de malha de fibrina (mf) e dreas hemorragicas junto ao polimero (P) implantado, e a presenca de 0sso
preexistente (op), 400x; (c¢) No detalhe, sob luz polarizada observar a area de fibrina préximo ao polimero (P), 200x.

HE.

No periodo de 7 dias as andlise das laminas com implante da blenda de PCL/PLGA na
concentracdo 70/30 observa-se que entre o polimero (P) e o osso pré-existente (op) hd formacado
de malha de fibrina (mf) (Fig. 18.a). Sobre o polimero implantado nota-se regides com grande
quantidade de osteoblastos aprisionados com matriz dssea ao redor. J4 nas laminas com implante
na concentracdo 30/70 mostra a atividade intensa na formagdo de tecido de granulagdo entre o
polimero e o osso preexistente (Fig. 18.b), entretanto ndo foram observados osteoblastos com

matriz dssea ao redor como encontrado na concentragdao 70/30.
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Figura 18 - Fotomicrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com blenda de PCL/PLGA, 7 dias

pos-cirtrgicos. (a) na concentragdo 70/30 observa-se entre o polimero (P) e o osso pré-existente (op) observar a
formagdo de malha de fibrina (mf). Nota-se regides com osteoblastos rodeada por matriz 6ssea neoformada (seta),
100x.; (b) na concentragdo 30/70 mostrando o inicio da formacao de malha de fibrina (seta) entre o polimero (P) e o

osso preexistente (op), 100x. HE.

Dados histolégicos do periodo 15 dias dos animais implantados com blendas de
PCL/PLGA 70/30 mostram a malha de fibrina ao redor do polimero (Fig. 19.a), e fragmentos
Osseos pré-existentes provenientes do processo cirdrgico. Nos implantes com as blendas na
concentracdo 30/70 verifica-se a presenca de malha de fibrina entre o polimero e o osso pré-
existente (Fig. 19.b), e a presenga de tecido 6sseo primdrio que estd separado do tecido 6sseo
secunddrio da cortical pela linha cimentante. Observam-se osteoblastos recém aprisionados pela

matriz dssea, caracteristica de tecido 6sseo primadrio.
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Figura 19 - Fotomicrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com blenda de PCL/PLGA, 15 dias
pés-cirdrgicos. (a) 70/30 formacdo de malha de fibrina (mf) junto ao polimero (P). Fragmentos ésseos (fo)
provenientes do processo cirurgico, 100x.; (b) formacdo de malha de fibrina (mf) entre o polimero (P) e o osso

preexistente (op). Presenca de formagéo de osso jovem (0j), 200x. HE.

58



Ap06s 30 dias pds-operatérios, as fotomicrografias de implantes das blendas de PCL/PLGA
70/30 mostram a drea em volta do polimero com a presenca de osso maduro que foi neoformado
supostamente por reagdo endosteal (Fig. 20.a), e também pode-se observar a formagdo de
ostedide formando matriz ssea ndo estd calcificada. Nas andlises histologicas das blendas com
concentracdo 30/70 observa-se neoformacdo dssea junto ao polimero, camada Ossea fina e a
medula 6ssea em contato com o implante (Fig. 20.b). Observam-se osteoblastos recém
aprisionados pela matriz dssea, caracteristica de tecido 6sseo primdrio.

O tecido primdrio formado com 30 dias de implante passa a apresentar caracteristicas de
tecido dsseo secundario, caracterizado por fibras organizadas em lamelas. As lamelas observadas
estdo dispostas em camadas concéntricas em torno de canais com vasos, sugerindo a formacao

dos sistemas de Havers.

— e

Figura 20 -. Fotomicrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com blenda de PCL/PLGA, 30 dias
pos-cirdrgicos. (a) 70/30 nota-se a presenca de osso maduro (om) supostamente formado por reagdo endosteal (seta)
em volta do polimero (P). Observa-se a formacdo de ostedides (ot), 100x; (b) 30/70 mostrando osso neoformado (*)
junto ao polimero. Observar a camada 6ssea fina (seta), e a medula 6ssea (mo) em contato com o polimero (P),

100x. HE.

Com 60 dias de implante, Figura 21.a a andlise histoldgica das amostras das blendas de
PCL/PLGA 70/30 apresentaram trabéculas dsseas dentro do polimero, uma linha cimentante que
estd localizada junto ao osso preexistente e proximo ao polimero que € caracteristico da
separacdo de osso jovem e osso maduro, com vdrios osteoblastos aprisionados por matriz dssea
neoformada. Além disso, ocorre a neoformagdo 6ssea sobre e ao redor do implante indicando o

preenchimento da falha por tecido 6sseo primdrio com fibras dispostas de forma desorganizada.
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Os implantes com blendas 30/70 (Fig. 21.b) apresentaram-se de forma semelhante a composi¢ao

70/30, com osteoblastos, ostedide (drea de osso neoformado) e medula dssea junto ao polimero.
Nota-se que em ambas composi¢des das blendas implantadas apartir de 60 dias o

neotecido ocupou uma regido maior dificultando a observagdo do polimero, o qual provavelmente

iniciou seu processo de degradacao.

pos-cirdrgicos. 70/30 (a) observa-se a linha cimentante (seta) que estd localizada junto ao osso preexistente (¥) e

préximo ao polimero (P), com vdrios osteoblastos aprisionados possivelmente secretando matriz 6ssea. Nota-se a
formacdo de trabéculas dsseas (to) dentro do polimero, e a neoformacdo dssea (no) sob o polimero, 200x; (b)
observa-se os osteoblastos (ob) e os ostedides (drea de osso neoformado) (seta). E medula 6ssea (mo) junto ao

polimero (P), 100x. HE.

Apds 90 dias pds-operatorios, as fotomicrografias de implantes das blendas de
PCL/PLGA 70/30 observa-se uma linha cimentante préxima ao polimero e junto ao 0sso
preexistente. Sobre o polimero nota-se dreas de ostdides (Fig. 22.a). Entretanto nas blendas com
composi¢do 30/70, pode-se observar que o osso neoformado (Fig. 22.b) ocupou uma parte da
regido do polimero implantado. Nota-se também a presenca de osteoblastos aprisionado por

matriz ossea.
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Figura 22 - . Fotomicrografia de um corte transversal de tibia de rato implantado com blenda de PCL/PLGA, 90 dias

pos-cirdrgicos. (a) 70/30 apontando a linha cimentante (seta) que estd préxima ao polimero (P) e junto ao 0sso
preexistente (*). Junto ao polimero nota-se dreas de ostedides (ot), 100x; (b) 30/70 nota-se que envolta do polimero
(P) ha a presenga de osso misto (0osso maduro (om) e 0sso jovem (0j)). Observa-se a presenca de osteoblastos (ob)

aprisionado por matriz éssea. 100x. HE.

Segundo Sakar et al (2006), um defeito 6sseo experimental deve ser tdo grande que nao
ocorra reparo espontaneo, pois sO nesta situacao o potencial osteogénico do implante, enxerto ou
medicamento pode ser considerado real. Instituiu-se o conceito de defeito 6sseo de tamanho
critico para minimizar diferencas relacionadas a idade, espécie e sitio anatdmico em animais
experimentais, padronizando-se os defeitos para possibilitar a compara¢do dos resultados dos
vérios estudos.

Segundo Temenoff & Mikos (2000), o processo de remodelacio dssea envolve uma
seqiiéncia de eventos celulares que evoluem desde a agressdo propriamente dita, formagdo do
hematoma, iniciac@o do calo pléstico, organizacdo do calo e remodelacao.

Nos locais de implante, ou fratura éssea, ocorre hemorragia local, tanto pela lesdo dos
vasos sangiiineos, destrui¢do de matriz e morte de células dsseas. Durante o processo de
cicatrizag¢do, o codgulo sanguineo, restos celulares e da matriz sdo progressivamente removidos
pelos macréfagos, e o peridsteo e enddsteo proximos ao local de implante respondem com uma
intensa proliferacio celular (Wang et al., 2005). Tal fato que € relatado em nossos experimentos
nos periodos de 2, 7 e 15 dias.

Diversos fatores sdo importantes para obter sucesso na reparacdo das fraturas, entre eles
existem os fatores biomecanicos (excesso de movimentos no foco da fratura), anatdbmicos (idade,
vascularizacdo deficiente, didstase, infeccdo e outros) e metabdlicos (nutricdo) (Wang et al.,

2006).
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E evidente que para haver consolidacio se faz fundamental continuidade éssea local; o uso
de enxerto 6sseo, introduzido no inicio do século vinte na pratica cirurgica, veio trazer subsidio a
consolidagdo de fratura com grandes defeitos, promovendo a formacao de calo precoce através de
um processo chamado de substitui¢do invasiva associado ao processo de osteoinducdo (Cunha, et
al., 2005).

Guarniero et al., (2003) observou que o tecido dsseo possui grande potencial regenerativo
com capacidade para restaurar completamente sua estrutura e fungdes originais. Ha situagdes em
que os defeitos 6sseos ndo conseguem por si s6 obter o reparo, aqueles casos em que se fazem
necessarios o uso de enxertos, para um correto tratamento € bom progndstico.

Dentre muitos outros campos de pesquisa explorados, ndo se pode esquecer a importancia
de diversos fatores que influenciam a reagdo do organismo a presenca de um implante
biorreabsorvivel. Essa resposta pode ser relacionada ao tamanho e composicdo do implante bem
como o sitio de implantacdo. A taxa de degradacdo do polimero e a capacidade do tecido de
eliminar os produtos desta degradac@o sdo caracteristicas-chave na reagdo tecidual ao implante.
Se o tecido adjacente ndo pode eliminar os subprodutos 4dcidos de um implante que se degrada
rapidamente, possivelmente resultard em uma resposta inflamatéria ou téxica (Hutmacher et al.,

2004).

A velocidade de degradacdo de amostras de polimeros biorreabsorviveis mostra-se varidvel
nos estudos in vivo e in vitro em funcdo do local e resposta fisiolégica ao implante (Lu et al.,
2000). Em estudo realizado sobre o efeito da taxa de degradagdo in vivo em arcabougos de PLGA
(50/50) e PCL pelo crescimento celular e angiogénese. Sung et al., (2004) discutem a diferenca
de velocidade de degradacdo em funcdo do meio local produzido pelo crescimento celular e
vascularizacdo. Segundo os autores, os maiores tempos de degradagdo in vivo nas amostras de
PLGA, justificam-se pela condi¢do estitica do fluido de degradagdo in vitro, no qual diminui a
taxa de difus@o dos produtos dcidos gerados pela hidrdlise, atuando no efeito autocatalitico dos
poliésteres.

Nas amostras de PCL, apesar do tempo de degradacdo in vivo ser maior comparado as
amostras de PLGA, ele € significativamente menor (52 semanas in vitro versus 12 semanas in
vivo) nos ensaios de implante. A degradacdo das policaprolactonas tem influéncia significativa da
acdo enzimdtica e dos sinais inflamatoérios (Nava et al., 2003). De maneira geral, a resposta

inflamatdria aos implantes € mediada por mudancas na vasculariza¢do (vasoconstri¢cdo imediata
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seguida de vasodilatacdo) e formacdo de exsudato rico em mediadores como as prostaglandinas e
proteinas CS5a, do sistema complemento, que ativam e atraem para o local neutréfilos e
macréfagos.

Pineda et al., (2005), implantaram membranas de PLA com poros de vérios tamanhos em
15 coelhos para cobrir um largo defeito 6sseo de 10mm criado propositadamente. Radiografias
pos-implante revelaram um hematoma na regido do defeito que foi desaparecendo a medida que a
formacdo de um novo tecido 6sseo foi ocorrendo, independentemente do tipo de membrana
utilizada. O autor concluiu que a funcdo primdria das membranas usadas para cobrir defeitos
dsseos € a de preservar componentes osteogénicos presentes no espaco sob a membrana e garantir

o crescimento das células na cavidade medular.

As propriedades osteogénicas sdo caracteristicas exclusivas referentes a materiais organicos
ou aos enxertos autégenos nos quais sdo capazes de estimular o crescimento 6sseo, oriundo de
células transferidas do interior do enxerto. A neoformagdo dssea é processada diretamente a partir
dos osteoblastos. Nos primeiros trés dias apds a instalacdo do enxerto, inicia-se uma intensa
atividade celular, quando os capilares podem ser vistos penetrando no enxerto, devido ao
processo de angiogénese. O mesmo encontrado nos resultados de 30 dias apds implantes das
blendas de PCL/PLGA nos dois tratamentos. O estimulo do crescimento dsseo junto ao polimero

possivelmente poderd restaurar as estruturas e funcdes do osso (Wu et al., 2006).

Os resultados de estudos em humanos sao muito favordveis com alguns relatos negativos.
Complicacdes envolvendo implantes ortopédicos biorreabsorviveis ocorrem normalmente a uma
taxa de menos de 10% (El-Amin et al., 2006). Embora inicialmente significantes estes problemas
poderdo ser solucionados no futuro, gracas a intensiva pesquisa na drea de implantes
biorreabsorviveis (Middleton & Tipton, 2000).

Na ortopedia, o uso de biomaterial para estimular a osteoindu¢do e/ou osteocondugdo, no
tratamento de fraturas 6sseas com perda de substancia, € uma prética que ainda estd a procura de
uma solucdo adequada. Os diferentes materiais utilizados possuem limitagdes na sua aplicagao,
na sua integracdo com os tecidos vizinhos e na sua resisténcia e/ou durabilidade (Santos et al.,

2004).

A geracdo de tecido 6sseo através do transplante autdgeno de células/tecido cultivadas

sobre arcaboucos tridimensionais de materiais biorreabsoviveis, 0s quais sdo posteriormente
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reimplantadas ao tecido lesado correspondem a uma das mais promissoras técnicas da cirurgia
ortopédica e engenharia biomédica, esta metodologia, utiliza apenas um ndmero pequeno de
células iniciais, as quais serdo expandidas in vitro com maior beneficio ao paciente resultando na
eliminacdo de problemas como grandes extensdes de lesdo do tecido doador, rejeicao
imunoldgica e contaminagao (Santos et al., 2001; Ohashi et al. 2000; Patrick Jr. & Mikos, 1998).

A cultura de células sobre biomateriais oferece um entendimento bastante simples para o
estudo da interacdo entre células e biomateriais e tem sido usada como importante passo de
selecdo anterior a experimentagdo in vivo (Wu et al., 2006; Wiedmann-Al-Ahmad et al., 2007).
Os osteoblastos e células osteobldsticas sdo largamente usadas em estudos in vitro de
biomateriais para o emprego como implantes permanentes em 0sso € para a engenharia de tecido
osseo (Service, 2000). E, a semeadura de células osteogénicas sobre arcaboucos poliméricos pode
acelerar exageradamente a regeneracdo Ossea se comparado s com arcabougos sem células,

principalmente em implantes em curto prazo (Wang et al., 2007).
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Capitulo 5

5.1 Conclusoes

v' As andlises de microscopia eletronica dos materiais mostraram que as blendas de
PCL/PLGA na composicdo 30/70 com cultura de osteoblastos possuem a
quantidade de poros mais homogénea quando comparados aos seus andlogos
PCL/PLGA na composi¢ao 70/30.

v" A blenda de PCL/PLGA 30/70 com cultura apresentou propriedades mecanicas
intermedidrias (ndo tdo curtos, e também ndo muito longos). Materiais com essas
especificagdes sdo preferenciais para aplicacido de enxertos 4sseos.

v" Houve uma satisfatéria integracdo do implante com o tecido, o que proporcionou o
crescimento de tecido 6sseo junto aos implantes. As blendas ndo apresentaram
nenhuma alteracdo patoldgica, nem tdo pouco rejeicdo frente ao material
implantado.

v' A partir das andlises histolégicas observou-se que houve diferencas entre as
composi¢des da blenda. A blenda de PCL/PLGA 30/70 com cultura de células
apresentou um crescimento celular mais intenso quando comparada com as blendas

nas composi¢des 70/30 com cultura, 70/30 e 30/ 70 sem cultura de células.
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v Com os resultados apresentados pode-se notar que a blenda de PCL/PLGA 30/70 é
a mais indicada para se aplicada como arcabouco tridimensional com cultura de
células osteobldsticas para enxerto Osseo, caracterizando assim um método

alternativo e promissor na engenharia de tecidos.

5.2 Sugestoes para proximos trabalhos

¢ Andlises complementares do estudo in vitro da blenda.

e Analise histomorfométrica das 1aminas.

® Modificacdes da superficie das blendas através de tratamentos com plasma e avaliacdo na

cultura de células.
e (Cultura de osteoblastos sobre as blendas com marcadores especificos para identificar se o
crescimento do neotecido foi proveniente das células implantadas, ou das células

osteoprogenitoras.

e Estudo in vivo de arcabougos biorreabsorviveis inoculados com cultura de células de

osteoblastos em longo prazo.
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