UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Curso de Poés-graduacdo em Engenharia Metallirgicae  de Minas

Dissertacao de Mestrado

SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO
PRELIMINAR DE CITOTOXICIDADE DA MATRIZ
POROSA DE NANOCOMPOSITO
BIODEGRADAVEL

Autora: Regina Coeli Moreira Dias
Orientador: Prof. Rodrigo Lambert Oréfice
Co-orientador: Prof. Alfredo M. Goes

Marco/2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Curso de Poés-graduacdo em Engenharia Metallirgicae  de Minas

Regina Coeli Moreira Dias

SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO PRELIMINAR DE
CITOTOXICIDADE DA MATRIZ POROSA DE NANOCOMPOSITO
BIODEGRADAVEL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Curso de Pés  -Graduagdo em
Engenharia Metallrgica e de Minas da Universidade F  ederal de Minas Gerais

Area de concentracdo:Biomateriais
Orietador: Prof. Rodrigo Lambert Oréfice
Co-orientador: Prof. Alfredo M. Goes

Belo Horizonte
Escola de Engenharia da UFMG
2006



A meus pais, pelo amor incondicional,
base sélida para minha formacéo.

As minhas filhas Paula e Carla, orgulho e
alegria de minha vida.

Ao elo universal familiar que proporciona a
absorc¢éo e continuidade do saber.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Agradeco ao Prof. Rodrigo Lambert Oréfice, meu orientador, pela confianca,

dedicacéo e paciéncia.

Agradeco ao Prof. Alfredo Gdes, meu co-orientador, exemplo de profissionalismo,

disponibilidade e, sobretudo, o carinho com que me acolheu.

Agradeco a Eliane Ayres, pela doacdo profissional e pessoal, sem a qual seria

impossivel realizar este trabalho.

Agradeco a Ana Paula que, com sua sensibilidade, orientagdo e competéncia,

contribuiu de forma efetiva para a realizacao deste trabalho.

Agradeco a Patricia Valério pela inestimavel ajuda, disponibilidade e amizade.

Agradeco a Carolina, pelo suporte de conhecimento que me proporcionou.

Agradeco ao Fagner, pelo companheirismo e dedicacdo que me disponibilizou.

Agradeco ao Prof. Marcelo Vidigal, pela cooperacdo na manipulagcéo de imagens.



AGRADECIMENTOS

Ao Curso de Pés-graduacdo em Engenharia Metallrgica e de Minas - CPGEM.

A minha filha Paula, pelo trabalho em Photo Shop.

Aos colegas dos laboratérios de Biomateriais e Imunologia, pela convivéncia e
amizade.

Aos técnicos, em especial & Denise.

A Cida e ao Nelson, pelo suporte administrativo.



vi

SUMARIO
LISTADE FIGURAS ... ottt ettt ettt sae e e nneeeens VIII
LISTADE TABELAS ...ttt et ettt e sb e e e e seeee s Xl
LISTADE NOTACOES ...t ettt aeaa s Xl
R SES] U 1Y @ USRS XV
ABSTRACT ittt et £e ettt e e s e e esbee e e bt e e atbe e e ae e e ettt e aae e e ansbe e e eareeenes XVI
1. INTRODUGAO ....ootiiictieeeeeeeeee ettt ettt st eans 17
2. OBJIETIVO GERAL ....ooiiiiieite e ettt e 18
2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....cooieiieeeieeee et 18
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cooviiieciieceies et e 19
3.1 HISTORICO ...ttt e 19
3.2. REQUISITOS FUNDAMENTAIS PARA SINTESE DE BIOMATERIAIS 22
3.3. MATERIAIS POLIMERICOS .....coooioiieieieicee ettt 25
3.3.1. Polimeros sintéticos ndo degradaveis ...... ..o 25
3.3.1.1. Poli(Alcool VINIlICO) (PVA) ...t 25
3.3.1.2. POlIACTIIALO ... 26
3.3.1.3. Poli N-Isopropilacrilamida ..o 27
3.3.1.4. POlIEIENO ... 27
3.3.2. Polimeros naturais degradaveis ............  cveeeeiiiiiiieeee e 27
3.3.2.1. POlISSACAINMUEOS ....cceiuviiiieeiiiieeeieie et 27
3.3.2.2. POlIPEPLIUEOS ..oeeeeeeeeiiieie ettt e 28
3.3.3. Polimeros sintéticos biodegradaveis ....... .o 30
3.3.3.1. Caracteristica da estrutura x proliferagé@o celular ..............ccccccee..... 32
3.3.4. Polimeros com cadeia contendo grupos hidrol  isaveis ................ 38
3.3.4. 1. POlIESIEIES ..ottt 39
3.3.4.2. POlIUIELANOS .......uiviiiiiiiee ettt 40
3.3.5. Degradacao dos POlMEr0S ........ccccvvs ceevieiiiieeeee e 41
3.3.6. Efeitos da modificagcdo quimica da estrutura e da superficie do
1] 1114 1= (o T SRRSO 44
3.3.7. Desenho das matrizes polimEriCas ........... wevveveviiiiiiieeeee e 47
3.4. METABOLISMO OSSEOQ ....coooveiiiceeeeieeeeeeeete e, 48
3.4.1. Composicéo e diversidade da ECM /célula ... .....ccccoiiiiiiiiiiennnne. 50
3.4.2. Mecanismo de tranSAUGAOD ........ccccccciies eenvveermieeiieeeieeieeeieeeieeeeeeeeeeeees 54
3.4.3. Interface biomaterial /Célula ............. i 57
3.5. CULTIVO DE CELULAS ......ooeitiieeeeeeecee ettt e, 62

3.6. VIABILIDADE ... e e 70



Vi

3.7. ESTERILIZACAO ..ottt 71
4. MATERIAIS ...t ettt e e st e e e 72
4.1. MATERIAL PESQUISADO .....coitiiiiiieciiie et 72
4.2. OUTROS MATERIAIS E REAGENTES PARA ENSAIOS IN VITRO ... 74
4.3. MATERIAL PARA ENSAIO IN VIVO ...cooiiiiiiiiiiiieeieeeeeeee e 74
5. METODOLOGIA ...ttt ettt st e e e e nae e enees 75
5.1. SINTESE DE POLIURETANO ......cooiiiiiiieeeeee e 75
5.2. IMOBILIZACAO DO GRGDS E SC ....coeovovieeeeieceie e, 77
5.3. ADSORCAO DO GRGDS /SC ...uoveeeeeeieieeeeeee e 78
5.4. ESTERILIZACAO ..ottt 78
5.5. CARACTERIZACAO DA MATRIZ DE PU ....ccccooviiieiieeeeeeeeeee e, 79
5.5.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV) . ..ccoovvieeiiiiiiiiieeeee 79
5.5.2. Espectroscopia de infravermelho (FTIR) ... . 79
5.6. CULTIVO DE OSTEOBLASTO ..ccutiiiiieeeiiieeiiiee et 80
5.6.1. Isolamento de CURUIA .........ooociiiiiiis e 80
5.6.2. Repicagem, contagem e plaqueamento ........  ..ccooeeiiiiiiiiiniiinnnennnens 81
5.6.3. ENSAIO 1N VIVO .eeiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 82
5.6.4. ENSAI0 A& MTT ..o et 82
5.6.5. Ensaio de fosfatase alcalina .............. e 83
5.6.6. ENSAI0 A€ COIAGENO ....oeeeiiiiiiiiiiiiis it 84
5.7 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 84
6 RESULTADOS E DISCUSSAO ......coieiiieieeeeiet oot eee et 85
B.1. MEV ettt er e e e et e e aaaeeann 85
6.2. DIFRACAO DE RX ..ooviuieeieeieeeieiete et en e es et en e 87
R TN = S | = TSP PPR 90
6.4. CULTURA IN VITRO ..ottt 94
6.5. ENSAIO IN VIVO ...ttt 98
7. CONCLUSAD ..ottt ettt en e 101

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooiviieieiets et ee e 102



Figura 3.1
Figura 3.2

Figura 3.3
Figura 3.4
Figura 3.5
Figura 3.6
Figura 3.7a
Figura 3.7b
Figura 3.7c
Figura 3.8
Figura 3.9
Figura 3.10
Figura 3.11
Figura 3.12

Figura 3.13

Figura 3.14

Figura 3.15

Figura 3.16

Figura 3.17

Figura 3.18
Figura 3.19

Figura 3.20
Figura 3.21

LISTA DE FIGURAS

Interacao das &reas bioldgica, engenharia e ciéncia dos materiais

Estrutura de alguns polimeros ndo degradaveis ...........c.ccccccuvvueeen.
Estrutura de polimeros naturais degradaveis ............ccccocvvevveeeennnn
Estrutura de polimeros sintéticos degradaveis ...........ccccccveeeeenneee.
Gréfico de numero células x dias de cultura ............ccccuveeieiinennns
Gréfico ALPase x dias de Cultura ..........ccceeeeiiiiieiniiiieceneeee e
Profundidade de penetracao ............ccooveiiceiiiiiiiiiniie e
MINEIalIZAGEOD ....eeeveeiiieiiiieieeeeee e
Diminuicdo do peso molecular ...
Polimeros de cadeia de grupos hidrolizaveis ...........cccccceeveeivnnnnnn.
Mecanismo de hidrélise da poli(e-caprolactona) .............ccccvveeeen...
Mecanismo de erosao de polimeros .......ccccccvvvciieeeeee e e e
TIiPOS d€ COMPOSITOS .coeeeeceiiieee e et eeeee e
Integrinas e sua composicao com seus ligantes extracelulares .....

Representacdo das proteinas da célula envolvidas na adeséo
celular no biomaterial ...

Modelo de transducgéo de sinais na célula in vivo ..........ccccccce.eeee.

Adesdo e espalhamento de osteoblastos na superficie do
MALETIAL ..o

Efeito oposto das integrinas ligantes...........cccoeeeii e

Reacdo da RGD via N terminal com diferentes grupos de
POIMEIOS ..o e e ee e e ee e

Sequéncia da RGD, sua formula molecular e nomenclatura .........
Representacdo do Sitio da RGD ..........ooovcviiiieiiie e
Modelo de diferenciagcdo 0StEOgENICA .........ceeveeeiivririeeeeeeeeiiiieieee

Relacdo entre proteinas de expresséo e diversidade de fenotipos
EXPIESSOS ...uiieiteiiteeeeaatttee e e ettt e e ea s e et e e e ate e e e e e ahbb e e e e b e e e e e e ne s

viii

23
26

30

31

35

36

37

37

38

39

40

42

46

52

53

56

58

59

60

60

61

63



Figura 3.22

Figura 3.23

Figura 5.1
Figura 6.1a
Figura 6.1b
Figura 6.1c
Figura 6.2
Figura 6.3
Figura 6.4
Figura 6.5
Figura 6.6
Figura 6.7
Figura 6.8

Figura 6.9

Figura 6.10
Figura 6.11

Figura 6.12

Figura 6.13

Figura 6.14

Figura 6.15

Figura 6.16

Figura 6.17
Figura 6.18

Figura 6.19

Formacgédo 6ssea sobre a superficie do implante ...........cccccceeeeneee.

Sequéncia dos fatores que induzem a aglutinacdo de moléculas
na superficie do IMplante .........cccccco v

Estrutura do poliuretano e seus intermediarios ..........ccccceeeeevvvneeen.
Estrutura em MEV da matriz de poliuretano ..........cccccccvvveevnennnnee.
Estrutura em MEV da matriz de poliuretano ..........cccccccvvvevvnennnenee.
Estrutura em MEV da matriz de poliuretano ..........cccccccvvvevvnennnnee.
Poros com colonizagdo de Celulas ..... ...oocoovieeeeeeeiiiiceeeee e,
Rede de fibras e células agregadas ao material ...........cccccceeeneee.
Fibras revestindo o material polimériCo ..........cccccceeeeeiiiiiiiiieeeennns
Um apéndice do PU todo envolvido por células ............ccccvvveeennnn
Tecido necrético € hEMACIAS ...........ooceeiiiiiiiiii e
Poros com tecido necrético em amostras tratadas .............cccc.eee...
Poros com tecido necrético em amostras tratadas ..............ccc.eee...

Poro em escala aumentada com tecido degenerado em seu
11 =T 4o PP PRPTTPPRTN

Estrutura molecular amorfa caracteristica do poliuretano ..............
Argila com bandas caracteristicas de sua estrutura cristalina .......

Maior cristalizagdo da estrutura amorfa do polimero apds a
INCOrPOracao dO MMT ...

Regido de 2 © <10° ampliada ........cccovevvrrieiiiiene e

FTIR de PU com argila e sem argila com bandas diferenciadas
em 1725cm™, 1640cm™, 1150cm™ e 1040cm™ ......coooocviirirrinenennn.

FTIR. Ampliacdo da regido de bandas em 1150cm™ entre PU e
PU +argila cooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

FTIR de PU + GRGDS sugerindo diferencas entre as estruturas
EM LL110CM™ Lo

FTIR apresentando diferencas de bandas na regi&o de 1150cm™
FTIR apresentando alargamento de banda em 1150, 1380cm™ ...

Teste de viabilidade do PU em osteoblastos .......ccovveveiiieiiienieenn.

69

76

85

85

85

86

86

86

86

87

87

87

87

88

89

89

90

91

92

93

93

94

95



Figura 6.20
Figura 6.21
Figura 6.22
Figura 6.23
Figura 6.24
Figura 6.25
Figura 6.26
Figura 6.27
Figura 6.28
Figura 6.29
Figura 6.30
Figura 6.31
Figura 6.32
Figura 6.33
Figura 6.34
Figura 6.35

Figura 6.36

Producéo de colageno pelo controle € PU .........ccccvvvveveeiieciiiineen. 95
Osteoblastos em presenca do biomaterial..........c.cccccovveiiin 97
Osteoblastos do CONLIOIE ...........ooeviiiiiiiiiiiiicceee e 97
Ensaio de MTT em cultivo de biomaterial ............ccccccciviiiiiiiennnnn. 97
Ensaio do MTT da cultura do controle ............ccccceeeiiiiiiiiiiieccnnnne 97
Ensaio de FA do biomaterial .........ccccooiiiiiiiiiieeee e 97
Ensaio de FA dO CONtrole ......oooiiiiiiiiiiieceeee e 97
Osteoblastos degenerados sobre o0 material ..........ccccovevvveeiieennnn 98
Ensaio de FA em osteoblastos degenerados ...............cooeeeieiiin, 98
Tecido organizado sobre 0 PU ..., 99
Tecido com grande processo de vaso angiogénese e hemécias ... 99
Tecido organizado com vaso € hemacias ..........ccccvvveeeeeeeeiiciinnnnnn. 99
Tecido necrético sobre o material tratado quimicamente ............... 99
Tecido organizado sobre 0 poliuretano ........ccccccccvvveeiiieiiienieeienen. 100
Tecido com grande processo de angiogénese .......cccccceveeeeeevvvnnnn. 100
Tecido organizado com presenca de vaso e hemécia ................... 100
Tecido necrético sobre o material tratado ..........cccceevvieieieiieenennne. 100



Tabela lll.1

Tabela Ill.2
Tabela IV.1

Xi

LISTA DE TABELAS
Engenharia de teCido ............cccuuieiiiiiiiiiiiiiieiieeieeeeeeee e 64
Acdao sinérgica para diferenciacdo de tecido especifico. ........... 65

Estrutura quimica dos reagentes utilizada na preparacdo do

[T =2 o To ] 1 4 1= (o TSSO 73



LISTA DE NOTACOES

3D - tridimensional

ALPase - atividade da fosfatase alcalina
BCIP - NBT - indolylphosphato - nitroblue tetrazolium
Bd.2 - proteina anti-apoptoética

BMP - proteina formadora de osso

BMU- unidade de remodelamento 6sseo
BrdU - bromodeoxiuridina

CDI - carbonil diimidazol

CO - colageno

DCC - dialonexil-carbodiimida

ECM - matriz extracelular

EDC - dimetilamino propil carbodiimida
ESCA - espectroscopia foto eletrénica de RX
FAK - quinase de adeséo focal

FBS - soro fetal bovino

FN - fibronectina

FG - fibrinogénio

GAG - glicosaminoglicana

GRGDS - glicina-arginina-glicina-acido aspartico-serina
GTPase - guanidina trifosfatase

HA - hidroxiapatita

HCI - &cido cloridrico

HDI - hexametileno diisocianato

HFEN7 1 - Fator inibidor de apoptose

ICAM 1 - molécula de adesao intercelular
IGF - fator de crescimento ligado a insulina

IL - interleucina

IPDI - isoforona diisocianato

LCST - temperatura critica inferior de solucao
LDL - lisina di- isocianato

LN - laminina

MAPK - proteina quinase mitogénica ativadora
MEV - microscopia eletronica de varredura
MMT - montmorilonita

Xii



Xiii

MSC - células mensequimais indiferenciadas
MTT - ensaio de reducéo do sal tetrazolio

N - nitrogénio

NCP - proteina ndo colagena

OCN -osteocalcina

OSP - osteopontina

PBS - Tampé&o fosfato salino

PCL - poli(s- caprolactona)

PCR - reacdo da cadeia de polimerase

PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas
PE - polietileno

PEMA/THFMA - poli(metacrilato de etila)/ tetrahidrofurfuril metacrilato
PGA - poli &cido glicolico

PGTMC - poli (glicolideo-co-trimethileno carbono)
PH - concentracdo hidrogénio idnica

PHEMA - poli(metacrilato de 2-hidroxietila)

PIP - fosfatidil inositol

PLA - poli(acido latico)

PLGA - poli(acido latico glicolico)

PMMA - poli(metacrilato de metila)

PNIPAAmM - poli (nicopropilacrilamida)

PP - polipropileno

PTH - horm6nio da paratiredide

PVA - poli(alcool vinilico)

REDV - arginia - &cido glutamico - &cido aspértico, valina
RGD - arginina-glicina - acido aspartico

RPM | - meio de cultura.

SC - sulfato de condroitina

SDS - sodio dodecil sulfato

TCPS - cultura de tecido em poliestireno

TdT - deoxinucleotidil

TGF - fator de transformacéo e crescimento

Ti - titdnio

TSP - trombospodin

VN - vitronectina

VCAM - molécula de adesao de célula vascular



Xiv

VWEF - Von Willebrand fator
WSC - N - cyclohexyl - N'- (2 - morpholinoethyl) - carbodiimida methyl - p - tolueno -
sulfonado



XV

RESUMO

Biomateriais para aplicagc6es ligadas a Engenharia de Tecidos usualmente requerem
uma série de caracteristicas: presenca de poros grandes e com elevada
interconectividade, biodegradabilidade, elevadas propriedades mecanicas,
bioatividade, citocompatibilidade, entre outras. Neste trabalho, uma nova matriz para a
Engenharia de Tecidos foi desenvolvida e preliminarmente testada in vitro e in vivo.
Este novo sistema consistiu em uma matriz de poliuretano biodegradavel (derivado de
policaprolactona) contendo nanoparticulas derivadas de argilas. O material foi avaliado
por FTIR, difracdo de raios-x e microscopia eletrdnica. Testes in vitro foram realizados
através do estudo da colonizagdo do material por osteoblastos via uso de ensaios
como: tetrazolium (MTT), expressdo de colageno e fosfatate alcalina. As matrizes
obtidas foram ainda implantadas em camundongos e foi realizada analise histolégica
em amostras removidas apdés 14 e 29 dias. Os resultados mostraram que a
porosidade, obtida através da reagéo do poliuretano com &gua, foi bem sucedida em
produzir poros conectados e com tamanhos entre 184um - 327um. Espectros de FTIR
mostraram a formagdo com sucesso de uma rede de poliuretano contendo
nanoparticulas. A difragcdo de raios-x mostrou que as nanoparticulas no material se
apresentaram parcialmente esfoliadas e ainda atuaram como sitios nucleadores da
cristalizacdo do poliuretano. Testes in vitro mostraram que a matriz porosa de
poliuretano foi bem sucedida em permitir a fixacdo e crescimento de osteoblastos. Os
resultados dos testes in vivo também confirmaram os resultados in vitro, mostrando a
auséncia de um processo inflamatério prolongado. Além disso, as fotos obtidas por
microscopia eletrbnica mostraram uma grande invasdo celular através dos poros
abertos da matriz, levando a uma total coloniza¢do. Modificacdes na superficie do
poliuretano através da imobilizacdo de peptideos e glicosaminoglicanas levaram a
altos niveis de toxidade detectados tanto in vitro como in vivo, mostrando que 0s
procedimentos quimicos usados foram agressivos o suficiente para produzir estruturas

poliméricas parcialmente degrada e toxicas.
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ABSTRACT

Biomaterials for tissue engineering applications usually require a series of
characteristics: presence of large and interconnected pores, biodegradability, high
mechanical properties, cytocompatibility, bioactivity, among others. In this work, a
novel scaffold for tissue engineering was developed and preliminarily tested by using in
vitro and in vivo cytotoxicity assays. This new scaffold consisted of a biodegradable
polyurethane matrix (derived from polycaprolactone) containing nanoparticles derived
for clay minerals. The material was characterized by using FTIR, x-ray diffraction and
electron microscopy. In vitro tests were performed by studying the colonization of the
material by osteoblasts by using cellular viability and activity tests, such as tetrazolium
(MTT) assay, collagen expression and alkaline phosphatase assay. The obtained
scaffold was also implanted in mice and histological analyses on samples explanted
after 14 and 29 days were investigated by employing optical and electron microcopies.
Results showed that the porosity, obtained by expanding the polyurethane by reacting
it with water, was successful in producing interconnected pores averaging 184pum -
327um. FTIR spectra showed the successful formation of the polyurethane network
and incorporation of nanoparticles. X-ray diffraction showed that the nanoparticles
within the material were partially exfoliated and also acted as nucleation sites for the
crystallization of the polyurethane. In vitro results showed that the polyurethane porous
matrix was well succeeded in allowing the fixation and growth of osteoblasts. In vivo
results also confirmed in vitro tests by showing that no prolonged inflammation process
could be detected. Moreover, in vivo electron micrographs proved that cells were able
to migrate through the open pores of the scaffold leading to a complete cellular
colonization of the material. Modifications of the polyurethane surface by immobilizing
peptides and glicosaminoglicans led to high levels of toxicity detected by both in vitro
and in vivo tests, showing that the chemical procedures used were aggressive enough

to cause partially degraded and toxic polymer structures.
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1. INTRODUGAO

Acidentes, doencas degenerativas ou congénitas, onde se constatam
sequelas deformantes (funcionais e /ou estéticas), por destruicdo ou auséncia de tecido
de suporte, esta adquirindo um novo enfoque nas perspectivas de tratamento e cura.
Delineia-se um progndstico favoravel em relacdo a inducao, proliferacéo e recuperagao
desses tecidos, tanto morfologicamente quanto funcionalmente.

O transplante, como opcdo de tratamento, ainda € preocupante tanto pela
possibilidade de transferéncia de patdégenos como pela falta de disponibilidade de
orgaos, juntamente com aspectos sociais advindos de paradigmas éticos e religiosos.
Por outro lado, os implantes sintéticos podem resultar em cisalhamento do tecido
0sseo vizinho ou mesmo fadiga e, conseqientemente, faléncia do implante (ULRICH
HERSEL et al., 2003).

Algumas linhas de pesquisas sdo bastante promissoras em relagdo a criacdo de
tecidos extracorporalmente através de cultivo de células e sua subsequente introducao
no organismo; outras utilizam o implante de uma matriz porosa na regido injuriada,
onde se espera a infitracdo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
autdgenas. Em ambas as técnicas, ha necessidade de se desenvolverem biomatrizes
de materiais com caracteristicas adequadas e compativeis com os tecidos vivos.

A cultura 2D é necessaria para estabelecer o potencial de compatibilidade e interacédo
do material para implante, mas néo € ideal para avaliar preenchimento em sitios de
tecidos defeituosos. Defeitos esqueléticos variam em tamanho e forma, portanto
requerem materiais em 3D para satisfazerem requisitos de preenchimento ou
reposicao do tecido perdido. (ULRICH HERSEL et al., 2003).

Este trabalho propde desenvolver um poliuretano biodegradavel, baseado em
POLICAPROLACTONA + IPDI + MONTMORILONITA ORGANOFILICA na forma de
uma matriz porosa a qual tera sua toxicidade testada preliminarmente visando avaliar
uma possivel utilizagdo na Engenharia de Tecidos.
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2. OBJETIVO GERAL

Fabricacdo de uma matriz porosa biocompativel e biodegradavel com potencial para

aplicacdo como suporte de crescimento tecidual na engenharia de tecido.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O estudo teve os seguintes objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Sintetizar matriz porosa a partir da combinacdo de poliuretano derivado de

policaprolactona e argila organcofilica.

Caracterizar as estruturas dos biomateriais a serem testados
PU/SILICATO/GRGDS/ SULFATO DE CONDROITINA.

Promover o cultivo in vitro de células 6ésseas de calvéria de ratos.

Avaliar a viabilidade celular e proliferagdo em presenca dos biomateriais
semeados, através das técnicas de MTT, Fosfatase Alcalina, Colageno.

Avaliar, preliminarmente, resultados de citotoxicidade dos biomateriais "in vivo".
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. HISTORICO

Registros escritos de povos antigos como 0s Assirios, Egipcios, Gregos e Maias
mostravam a preocupacdo com a reconstrucdo estética e funcional de o6rgéos e
tecidos mutilados. Foi achado no Egito antigo, na cidade de Tebas, ha 2600 anos a
mais antiga prétese conhecida do mundo: um dedo artificial feito de um plastico de
linho tratado, e prensado com uma cor semelhante & da pele e textura de couro,
coberto com unha feita de algum material semelhante ao vidro. Os furos em volta do
artefato sugerem que eram presos ao 6rgdo mutilado com tiras em fita. Foi visto
também em mamia no museu de Arlington, England, antebraco artificial e, no museu
de Manchester, esculturas sintéticas de pés (Discovering Archaeology, 1999).

Outras mumias apresentavam cavidades dentarias obturadas com madeira dura e
marfim. Herédoto de Halicarnassus, que viveu por volta de cinco séculos A. C.,
registrou a arte egipcia de préteses bucais, que eram confeccionadas em chumbo,
ouro, marfim ou madeira, onde se encaixavam o0s dentes de animais, dentes
humanos, amarrados com fios aos elementos dentais remanescentes (Revista Informe
Dental Capital, 2000).

Surgiu, também, a idéia de combinar partes de diferentes espécies, que hoje
denominamos xenotransplante (células ou 6rgdos de animais implantados em
humanos). Os gregos, ha mais de 3000 anos, ja utilizavam esta técnica. (Scientific
American, 1997). Em 1682, um fisico russo recomp6s a calota craniana de um nobre
usando osso de cachorro. Nova tentativa apareceu no século XX, quando em 1905 um
cirurgido francés inseriu pedacos de rins de coelho em uma crianga que sofria faléncia
dos rins. O resultado imediato, segundo ele registrou, foi excelente, entretanto a
crianga foi a Obito, duas semanas mais tarde. Nas décadas seguintes, varios outros
cirurgides tentaram transplante de 6rgdos de porco, carneiro, macaco em pacientes.
Todos estes implantes falharam por razbes que pareciam um quebra-cabeca na
época. Em 1940, um fisico ganhou o prémio Nobel, Sir Peter Medawar, at the
University of London pelas primeiras investigacdes das bases imunoldgicas ligadas as
rejeicbes. Com tantas faléncias ocorridas, perdeu-se o interesse neste tipo de
transplante até que, em 1954, Joseph E. Murray e seus colegas do Peter Bent
Brigham Hospital in Boston fizeram o primeiro transplante de rins com sucesso. Eles
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controlaram a rejeicdo imunoldgica utilizando rins de irmdos gémeos idénticos e, mais
tarde, com doadores diferentes, porém administrando drogas para suprimir a resposta
imunoldgica inata do paciente. A pratica médica com transplante de coracéo, figado,
pulméo e pancreas tém crescido com sucesso desde entdo. Entretanto, este processo
tem encontrado limitacdes pela falta de doadores de érgdos saudaveis, e pela propria
demanda que tem crescido ano a ano com o aumento da longevidade do paciente,
como também pela eficiéncia tecnoldgica desenvolvida e aplicada a medicina. Apesar
da faléncia de tecido animal no transplante, esta idéia ndo foi abandonada e, durante a
década de 1960, pesquisas médicas continuaram a investigar o motivo do insucesso
rapido do transplante entre espécies diferentes. A causa identificada foi a molécula
de anticorpo do sangue que se ligava ao tecido receptor. Estes anticorpos ativam
complementos protéicos do sangue, o qual desencadeava a destruicdo do implante.
Isso acontecia devido a destruicdo dos capilares do 6rgéo transplantado, causando

uma hemorragia macica.

Em 1992, David J. G. White e colegas da University of Cambridge conseguiram criar
porcos transgénicos, onde a parede de seus vasos sanguineos ndo era atacada por
proteinas humanas. Outras estratégias para prevenir as rejeicdes agudas estdo sendo
pesquisadas em nivel de manipulacdo e identificagcdo de fragmentos moleculares, ou
antigenos do tecido do porco para o qual anticorpos humanos sdo ativados, como
também o método de alterar o sistema imune do receptor para que ndo destrua o
orgéao transplantado.

Apesar de todos estes esfor¢os, foi observado que tanto porcos como outros animais
contém, dentro de seu cddigo genético, os chamados “provirus”’(sequéncia de codigo
genético) que podem, potencialmente, direcionar a producdo de particulas virais
infecciosas). Estes provirus tanto podem repassar doengas proprias de animais para
0s seres humanos, como, também, se combinarem com o codigo genético do
hospedeiro, podendo causar doengas e patdgenos completamente diferentes
(Scientific American, 1997).

Como observamos no decorrer da histéria da pesquisa na area de regeneracdo de
tecidos e Orgdos, as estratégias usadas esbarraram em limitacbes até entdo
aparentemente intransponiveis. Com o enfoque diferente, e pensando em novas
possibilidades, Michael Stefton, da universidade de Toronto, ativou um novissimo
campo da engenharia de tecidos com o isolamento de células-tronco embrionarias
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humanas. Afinal, células- tronco séo o ponto de partida da natureza para a construcao
de o6rgaos funcionais. A partir dai, tanto camada delgada de pele como vasos
sanguineos individuais, j& foram cultivados em laborat6rio, com algumas versdes
testadas em seres humanos.

Um 6rgdo completo entretanto, constitui em uma complexa construgéo tridimensional
formada por células, nervos e musculos especializados, todos entrelagados a uma
densa rede de veias e capilares para a circulagdo de oxigénio e nutrientes. O principal
problema, até aqui, tem sido fazer com que mdultiplos tipos de células cresgcam e
trabalhem em harmonia, estimulando a formacdo de vasos sanguineos necessarios
para alimentar tecidos com espessuras superiores a alguns centésimos de milimetros.
Imitando a forma 3D natural com que os Orgaos crescem, 0s engenheiros de tecidos
estdo tentando fazer com que células adjacentes “conversem” umas com as outras,
completando a tarefa de construir os tecidos desejados. O pro6ximo passo sera a
“impressédo” de desenhos com mudltiplos tipos de células, e sua posterior impressao,
camada por camada, de modo a criar estruturas maiores. Uma das técnicas consiste
em cultura de células vivas em matriz de hidrogel, que pode ser moldada em 3D. Nos
tltimos anos, progressos maiores foram obtidos por meio de cultivo de células-tronco,
em moldes impregnados com produtos quimicos indutores de seu crescimento. No ITI
(Instituto de Tecnologia Israel) foi relatada a geracéo de tecidos em matriz de polimero
biodegradavel semeados com células embrionarias humanas. Quando transplantado
para o rato, aparentemente conectaram-se ao sistema sangtineo do animal (Scientific
American, 2004).

Todos os materiais até entdo mencionados, sejam eles de contato com estruturas de
superficie externa do organismo, contato direto com tecidos ou érgaos, ou mesmo com
fluidos corporais, sdo denominados atualmente de BIOMATERIAIS. Uma definicdo de
consenso por especialistas da area cita: “Biomaterial € um material usado como
dispositivo médico com o objetivo de interagir com sistemas biolégicos” (WILLIAMS,
1987). Faz-se necessaria a diferenciagdo entre biomaterial e biocompatibilidade.
“Biocompatibilidade é a capacidade de desempenho do material de induzir uma
resposta apropriada do hospedeiro em aplicagbes especificas.” (WILLIAMS, 1987).
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3.2. REQUISITOS FUNDAMENTAIS PARA SINTESE DE BIOMATERIAIS

A é&rea de estudos dos biomateriais € o resultado da conjuncdo de esfor¢os das
pesquisas na medicina, ciéncia dos materiais e engenharia (SEAL, et al., 2001). Pode-

se observar essa interacdo com o esquema da FIG. 3.1.
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Na engenharia de tecido, onde se usam os biomateriais para regeneracédo de tecidos
ou Orgdos, ha necessidade de se desenvolver materiais com caracteristicas diferentes
para fungbes biologicas diferentes. Os tecidos biologicos diferem entre si. Por
exemplo: o tecido mole como pele, e tecido duro como 0sso, possuem mdédulos de
elasticidade variaveis, estruturas quimicas diferentes, porosidades e mecanismo de
regeneracdo peculiar. Sendo assim, devemos considerar os parametros biol6gicos
para o desenho de novos biomateriais biocompativeis. Estes parametros terdo papéis
preponderantes na adesdo, proliferacdo, diferenciagdo e formacgdo funcional dos
tecidos. Os requisitos fundamentais para o sucesso dos novos materiais devem incluir
avaliacdo e resposta especifica dos mediadores bioquimicos. Sado questionamentos
frequentes: "-Estes materiais vao induzir respostas rapidas e encapsulamento? O
material vai sofrer resposta de corpo estranho? Vai induzir resposta imune? As células
vao ser capazes de aderir, proliferar, diferenciar em contato com o biomaterial?" Por
outro lado, temos o desafio de trabalhar em ciéncia dos materiais modificando as
propriedades dos materiais em relagcéo as propriedades mecéanicas, estrutura quimica,
massa molar, origem dos mondmeros, ligacbes cruzadas, morfologia de superficie,
porosidade, capacidade de degradacgéo e sua toxicidade. Devemos também levar em
consideragdo a capacidade do material de tomar forma durante sua sintese do
desenho tridimensional do tecido a ser reconstruido (SEAL. et al., 2001)
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3.3. MATERIAIS POLIMERICOS

O uso de polimeros na medicina coincide com a ampliagdo no campo da ciéncia de
polimeros sintéticos. Na década de 40, surgem registros de uso em cirurgia de nylon,
poli(metacrilato de metila) PMMA e o poliéster Dracon. A partir dai apareceram novos
materiais como teflon, polipropileno, e poliuretanos. Estes materiais sdo 0s mais
importantes usados na medicina como componentes de préteses permanentes, lentes
artificiais, implante vascular, cateteres etc. Dentre os biomateriais sintéticos mais
usados na engenharia de tecido apresentam-se grandes grupos de polimeros.
Polimeros sintéticos ndo degradaveis: polietileno, poli(alcool vinilico), PMMA,
polidimetil siloxano, poli(etileno tereftalato) e outros. Polimeros sintéticos degradaveis:
poli(acido glicdlico), poli(acido latico), poli(dxido de etileno), poli(lactato-co-glicolidico),
poli(E-caprolactona). Polimeros naturais biolégicos: alginato, sulfato de condroitina 6,

quitosana, acido hialurdnico, coldgeno, polilisina, dextran e heparina.

3.3.1. Polimeros sintéticos ndo degradaveis

Estdo representadas na FIG. 3.2 algumas estruturas quimicas de polimeros sintéticos
mais comuns usados em aplica¢des biomédicas de composi¢cdo ndo degradavel.

3.3.1.1. Poli(alcool vinilico) (PVA)

O PVA é um material polimérico compativel para a substituicdo da cartilagem, devido
as suas propriedades mecéanicas adequadas, resistente ao uso e fadiga, lubrificacédo
facilitada, boa biocompatibilidade, permitindo uma boa aderéncia dos tecidos vizinhos.
O PVA foi um dos primeiros a ser testado em cartilagem. Ele contém, em sua
estrutura, a quantidade de dgua em torno de 70% a 80%, similares ao da cartilagem.
O PVA pode ser esterilizado, mantendo sua estabilidade mecéanica. Ele pode ser
moldado na forma desejavel, sendo assim, € muito pesquisado para uso em implantes
de cartilagem articular humana. Além disto, sua capacidade de aderéncia celular pode
ser aumentada pela incorporacdo em sua superficie, de fatores de crescimento e/ou
outros materiais bioativos (SEAL, et al., 2001).
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FIG. 3.2 - Estrutura de polimeros ndo degradaveis. (i) Polietileno; (ii) Poli(vinilidene);

(iii) poli(tetrafluotileno); (iv) poli(alcool vinilico); (v) Poli(hidroxil alcanato); (vi)
Poli(etileno tereflalato); (vii) Poli(butireno tereftalato); (viii) Poli(metacrilato de metila);
(ix) Poli(hidroximetacrilato de metila); (x) poly(N-isopropilacrilamida); (xi) Poly(dimetil

siloxano); (xii) Poly(dioxanone); (xiii) polipirrol.
3.3.1.2. Poliacrilato

Poliacrilatos sdo utilizados também como cartilagem articular artificial. Fazem parte
desse grupo: PHEMA poli(metacrilato de 2-hidroxietila); este material ja foi testado
mecanicamente em ratos por 16 semanas e foram obtidos resultados positivos, tanto
na interagcdo com os tecidos adjacentes, quanto ao ndo aparecimento de resposta
inflamatoria. B.L. Seal et al. (2001) descrevem, em suas pesquisas, 0 material
polilmetacrilato de etila /tetrahidrofurfurii metacrilato (PEMA/THFMA), com
caracteristicas interessantes em suas propriedades como: uniformidade mecénica,
baixa exotermia de polimerizacdo a temperatura ambiente e contracdo minima

verificada durante o processo de polimerizagéo.
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3.3.1.3. Poli(N- isopropilacrilamida)

B. L. Seal et al. (2001) investigaram o uso do poli (n-isopropilacrilamida) (pNIPAAmM)
como hidrogel injetado para aplicacdo em tecido de cartilagem. Ele possui temperatura
critica inferior de solugdo (LCST) em torno de 32°C em solucdo aquosa. Uma vez
injetado in situ, nos defeitos de cartilagem, que deverd estar a uma temperatura de
37°C, ocorreria a contragdo com a expulsédo de agua.

3.3.1.4. Polietileno

Este polimero tem uma compressibilidade similar a cartilagem. Seal et al. (2001)
fizeram uma cobertura do material com HA (hidroxiapatita), implantando-o em
articulagdo de coelho e obtendo cobertura completa do artefato por volta de 24
semanas. Apos as 24 semanas, o tecido 0sseo cresceu em torno do implante, o que
resultou num material indicado para aplicacdes onde h& necessidade de justaposicao
de osso e cartilagem, induzindo a integracdo da neocartilagem com osso adjacente,
podendo ser usado para defeito osteocondral.

3.3.2. Polimeros naturais degradaveis

Biopolimeros sé@o polimeros formados na natureza durante o ciclo de crescimento de
todos os organismos. Sao também referenciados como polimeros naturais. A sintese
desses polimeros envolve enzimas catalisadoras, reagcbes de crescimento de cadeias
ativando mondmeros, que caracterizam processos metabdlicos complexos dentro de
células (CHANDRA et al., 1998).

3.3.2.1 Polissacarideos

Para aplicacdo em materiais, 0s polissacarideos de maior interesse séo a celulose e o
amido, com aumento gradual de interesse em polimeros complexos produzidos por
bactérias e fungos. Estes polimeros se caracterizam por apresentarem mais de um
tipo de unidade de carboidrato com estrutura de cadeia com ligagbes cruzadas.
Ambos, celulose e amido, sdo compostos de centenas ou milhares de repeti¢cdes de D-
glicopiranosideos. Apesar da pequena diferenca entre as unidades de repeticdo da
forma a do amido e a forma B presente na celulose, tal feito se traduz em diferencas
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consideraveis nas reacdes de biodegradacdo onde atuam diferentes enzimas para
cada polissacarideo. O amido esta sendo usado na producéo de filmes, pela sua baixa
permeabilidade, e bem indicado para acondicionamento de alimento. Este material,
uma vez descartado, decompde-se em produtos que ndo causam danos quando em
contato com microorganismos do solo. E utilizado também como material de
preenchimento em filmes de varias resinas, como o polietileno por exemplo. Neste
caso, uma vez extraido o amido, induzindo poros, a invasdo de microorganismos
acelera o processo de degradacgdo do polimero pelo caminho da oxidacao. (CHANDRA
et al, 1998). A celulose é um polissacarideo (polimero natural) produzido por plantas
de cadeia molecular longa que consiste em unidades de repeticdo (acelobiose). Tem
alto peso molecular e alta cristalinidade e caracteristicas de infusibilidade e
insolubilidade. Alguns fungos e bactérias produzem enzimas capazes de quebrar a
cadeia de carbono, formando oligbmeros originados da hidrolise. A classe
representada pelos polimeros celulose ésteres tem potencial para participar da catalise
microbioldgica de esterificacdo e decomposicdo. O acetato de celulose é muito usado
em forma de fibra nos filmes, moldes termoplasticos de injecdo com baixo custo e
tecnicamente aceito no mercado. Quitina é uma macromolécula que compdem
conchas de lagosta, camardes e insetos. E degradada pela quitinase. As fibras de
quitina sdo utilizadas para confeccionar pele artificial e linhas de sutura reabsorvivel
(CHANDRA et al., 1998). O acido alginico € um polissacarideo bastante estudado por
sua capacidade de formar géis em presenca de céations divalentes. Os géis de alginato
tém sido usados nos sistemas controladores de liberacdo de drogas e encapsulamento
de vérios herbicidas, microorganismos e células. A quitosana é um material de grande
interesse para pesquisas com cartilagem. Ele é um polissacarideo derivado da quitina.
Sua estrutura quimica produz propriedades similares aos dos glicosaminoglicanas. E
um material biocompativel e biodegradavel; ndo provoca forte resposta imune, de
baixo custo e abundante. Eles formam ligacdes cruzadas com sulfato de condroitina
provendo condi¢Bes para manter o fenotipo dos condrdcitos e induzindo a formacao de
cartilagem. A presenca de sulfato de condroitina € essencial para sinalizar a
ancoragem dos condrécitos (SEAL et al., 2001).

3.3.2.2 Polipeptideos
As proteinas naturais usadas como materiais aplicados, em sua maioria, ndo sao

solaveis, ndo tém fusibilidade sem degradacao especifica. Todas essas proteinas sao
copolimeros especificos com arranjos regulares para diferentes tipos de aminoacidos.
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Sua biossintese € bastante complexa envolvendo diferentes tipos de enzimas; em
contraste com a degradacao enzimatica de proteinas proporcionada pelas proteases.
Os polipeptideos mais comuns na natureza, em forma de fibra, sdo a 1a, seda e
coldgeno (CHANDRA et al., 1998). O colageno tem sido largamente estudado como
artefato polimérico, por sua propriedade codrogénica. Ele est4 presente na maioria dos
tecidos conectivos dentro do corpo. Consiste em fibras arranjadas em rede. Sua
molécula é uma sequéncia de aminoacidos primarios, contendo o primeiro aminoacido
a glicina, o segundo a prolina, e hidroxiprolina respectivamente. Esta cadeia de
repeticdo forma um arranjo espacial em triplice hélice que, associado com outras
hélices formam uma estrutura macromolecular de fibras com propriedades elevadas
(SEAL et al., 2001).

Alguns polipeptideos sintéticos degradaveis podem ser considerados praticamente
inertes em relacdo a resposta do sistema imunoldgico, porém induzem a uma
agregacédo de células indiferenciadas aleatorias, devido a absorcéo de proteinas néo
especifica em contato com material, caracterizando um crescimento de células

fenotipicas indesejaveis (YU-CHINANG et al., 2003).

Trabalhos de vérios autores evidenciam que, usando polimeros naturais
biodegradaveis na rede polimérica sintética, ou adsorvido em sua superficie,
resultados interessantes com aumento da velocidade de agregacdo de células e,
principalmente, para a especificidade celular. Os biopolimeros mais estudados com
esses objetivos sdo aqueles que contém um pequeno peptideo RGD, que é uma
sequéncia de trés aminoacidos (Arg-Gly-Asp), uma glicosaminoglicam (GAG)
chamada de sulfato de condroitina, e um polissacarideo j& mencionado, a quitosana,
derivado da quitina (FIG. 3.3).
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FIG. 3.3 - Estrutura de polimeros naturais degradaveis. (i) Alginato; (ii) Sulfato de
condroitina; (iii) Quitosana; (iv) Acido hialurénico; (v) Colageno; (vi) Polilisina; (vii)

Dextran; (viii) Heparina.
3.3.3. Polimeros sintéticos biodegradaveis

Material biodegradavel oferece significativa vantagem sobre o0s materiais néo
biodegradaveis. Sua funcdo regeneradora se mantém por um tempo limitado,
evitando, assim, problemas especificos com reacgéo inflamatéria de encapsulamento,
rejeicdo, fadiga do material, degradacéo quimica por exposi¢do aos fluidos corporeos,
e consequente reposicdo do artefato cirurgicamente (SUSAN; ISHAUG et al., 1997).
Outra importante vantagem dos polimeros biodegradaveis é a oportunidade de
controlar sua propriedade de superficie e, subseqientemente, direcionar a adesao
celular e resposta celular. A adeséo celular é o parametro importante que subsidia, na
engenharia de tecido, a estabilidade do material para seu uso. A ECM (matriz
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extracelular) é o mediador principal da adesdo, organizacdo, producdo de
moduladores que identificam esta interag&o.

Em estudo feito por ISHANG — RILLY et al. (1997) foi focalizado e caracterizado o
efeito de diferentes tipos de polimeros comerciais como substrato para condrocitos
humanos. Vérios polimeros e copolimeros foram investigados incluindo poli(glicolidio),
poli(l-lactideo), poli(D.L 85:15-lactideo—co-glicolideo), poli(€-caprolactone), 90:10
poli(L-lactideo-co-caprolactona), 40:60 poli(lactideo-co-caprolactona), 9:91 poli(D-L-
lactidio-co-caprolactona), 67:33 poli(glicolideo-co-trimethileno  carbono), e
poli(dioxanona). Duas propriedades destes polimeros sdo comuns: todos sao
considerados degradaveis, e todos sédo aprovados pela FDA. As estruturas quimicas
destes materiais (FIG. 3.4) diferem entre si pelo nUmero de oxigénios e grupo metila,
como, também, variacdes na hidrofobicidade influenciando no comportamento de
adeséao celular (SEAL et al., 2001).
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FIG. 3.4 - Estrutura de polimeros sintéticos degradaveis. (i) Poli(acido glicolico); (2)

Poli(acido latico); (3) Poli(6xido de etileno); (4) Poli(lactideo-co-glicolideo); (5) Poli(e-
caprolactona); (6) Poli(anidrido); (7) Poli(fosfazeno); (8) Poli(orto éster); (9) Poliimida.
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3.3.3.1. Caracteristica da estrutura x proliferacé@o celular

O comportamento da célula e sua interacdo com a superficie do material polimérico
sdo dependentes de propriedades, como topografia, carga, quimica e energia de
superficie (EL- AMIN et al., 2002).

A matriz polimérica escolhida deve permitir a adesdo e ligacdo dos tecidos
(osteoblastos), porque sdo células dependentes de ancoragem que requerem uma
matriz de suporte ordenada em meio ambiente adequado para sobreviver, proliferar,
neoformar tecido-vascular e dar funcionalidade ao tecido reconstruido. Por outro lado,
o material biodegradavel deve ter uma média controlada de moléculas degradadas, e
com relativa facilidade de metabolizac&o e excrecdo devendo ser processado na forma
3D da matriz (SUSAN L. et al., 1997).

Recentemente, ISHANG at al. (1997) demonstraram que osteoblastos em filme
polimérico migram e proliferam formando camadas multilaminares. Cultura
bidimensional € necesséaria para estabelecer o potencial de uso como material de
suporte para crescimento e funcdo de osteoblasto, mas ndo sdo ideais para
transplante em sitios com defeitos. Defeitos esqueletais variam em tamanho e forma e
requerem implantes 3D para preenchimento do tecido injuriado. GUGALA E
GOGOLEWSKI (2003), em seus trabalhos comparando poli(L/DL. Lactideo, 80/20%)
na forma de membrana, e como matriz porosa, observaram através da analise do
ESCA, que a superficie porosa exibe 50% mais oxigénio do que a membrana néo
porosa; isto é, mais hidrofilica, e o polimero com maior taxa de oxigénio obteve maior
aumento na adesao e ligagdo de células, principalmente se este oxigénio estiver ligado
ao carbono do grupo carboxila.

LAURENCIN et al. (1996) observaram fato semelhante com poli(lactideo,
glicolideo)/HA onde concluiram que a area de superficie da matriz porosa 3D era
maior que o sistema bidimensional proporcionando, assim, ndo s6 maior ancoragem
para as células, como também possibilitava maior eficacia no transporte de nutrientes
e moléculas efetoras.

ATAWA et al. (1995) concluiram, usando a técnica de imunofluorescéncia e

microscopia confocal a laser, que células osteobldsticas migraram, aderiram e
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proliferaram no interior da matriz de poli(lactideo-co-glicolideo)/HA com a preservagéo
do fenétipo das células 6sseas.

SERRANO et al. (2004) estudaram a biocompatibilidade de filme de polimero PCL em
fibroblastos de camundongo L.929 em diferentes tempos de colonizacdo e concluiram
gue este é um material estavel e biocompativel como matriz para desenvolver tecido
vascular. Além da indicacdo de uma matriz porosa tridimensional de polimeros
compativeis, o PCL poderd ser usado para regeneracdo de tecidos. Estudos
observaram, também, a influéncia do tamanho do poro e sua interconectividade no
cultivo e proliferacéo de células.

HOU et al. (2002) compararam algumas técnicas de fabricacdo de poros na estrutura
do biomaterial. Eles utilizaram as técnicas de coagulacdo, compressdo em molde
combinada com dissolugéo de particulas com tamanhos variados de particulas de sal
em freeze-drying. Os autores verificaram resultados mais interessantes com a técnica
de compressdo em molde, seguidos de dissolucdo de particulas de sal em agua.
Obteve, assim, maior homogeneidade, aliada a uma estabilidade da matriz. Essa
técnica possibilitou também um maior controle, tanto sobre o tamanho das particulas
de sal dispersadas na solugcdo, como também na porosidade através da variagdo da
concentracao de sal.

HENTZE. et al. (2002) descreveram técnicas convencionais e modernas para a
sintese de polimeros porosos como formacdo gasosa, separacdo de fases, sintese
com misturas de particulas que servem como molde, e de conformagdo mecéanica. As
diferentes técnicas produziram diferentes tamanhos e diferentes morfologias de poros,
adequadas as suas funcionalidades. Para o crescimento de tecido 6sseo em matriz, a
porogénese criada através do desprendimento de gases (CO,) foi apropriada e
vantajosa pela sua simplicidade.

FREYMAN et al. (2001) observaram em seus estudos com fibroblastos alguns
requisitos desejaveis para satisfazerem seu crescimento. As matrizes devem possuir
alta porosidade (90%) e tamanho dos poros com uma média de 100-200pum. A
porosidade deve ter alta interconectividade para permitir o crescimento de células,
vascularizacdo e difusdo de nutrientes. O biomaterial requer, também, integridade
mecanica suficiente para resistir & manipulacdo durante a implantagéo e uso in vivo.
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Uma técnica interessante, desenvolvida por CHEN et al. (2001), foi a criacdo de poros
em polimeros como PGA, PLA e PLGA através de freeze-drying, com particulas de
gelo misturado em solugdo polimérica dentro de uma cuba com nitrogénio liquido,
criando, entdo, uma esponja de polimero. Foram inseridos dentro desses poros,
microesponjas de colageno e hidroxapatita, criando uma estrutura hibrida com boas
propriedades mecéanicas. Observou-se, também, um bom grau de interacdo celular e
osteocondutividade, devido & presenca de dois componentes primarios da matriz
extracelular do osso.

ZHANG et al. (1999) usaram a técnica de liberacdo de CO, durante o processo de
polimerizagdo para tornar cavidades tipo esponja em polimero nédo téxico, lisina-di-
isocianato LDL-glicerol. A dimens&o dos poros do polimero variou, em média, de 10um
a 2mm de diametro, e, em corte transversal do material, verificou-se uma boa area de
superficie para suporte de crescimento celular e interconectividade permitindo uma
livre circulacao de fluidos, nutrientes e outros metabdlicos.

SUSAN et al. (1997) estudaram a relacdo entre média de tamanho de poros e
proliferacdo e funcdo de osteoblastos in vitro com o polimero PLGA (poliacido latico
glicdlico). Essa investigacdo se mostrou importante porque, em estudos com materiais
ceramicos observados in vitro, o tamanho de poro ideal ficou entre 200-400pum. Uma
das principais razfes para essa observacdo esti ligada ao fato da auséncia de
angiogénese no cultivo in vitro, portanto, a média achada foi suficiente para prover
uma compressdo e tensdo, 6timas para 0s mecanoreceptores de osteoblastos. E
interessante ressaltar, no trabalho de SUSAN et al. (1997), algumas avaliacbes
relacionadas ao numero de células aumentadas na cultura com: densidade de
semeadura inicial, nUumero de células aumentadas com a média de tamanho de poros,
(FIG. 3.5) atividade da fosfatase alcalina (ALPase) relacionada a densidade de
semeadura e atividade da ALPase com tamanho de poros (FIG. 3.6).
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FIG. 3.5 - Grafico de numero de células x dias de cultura

A baixa densidade de semeadura aumenta rapidamente o numero de células até o 7°
dia de cultura e estabilizando ao final de 562 dias de cultura. O tamanho do poro de
300-500pum do PLGA facilitou o aumento rapido de células nos primeiros dias, no
entanto ao final de 562 dia de cultura ndo houve diferencas significativas.
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FIG. 3.6 - Gréfico Alpase x dias de cultura

A atividade da ALPase foi significativa no decorrer dos dias de cultura, mas ndo houve
diferenca significativa com densidade de semeadura, 0 mesmo pode-se observar com

tamanho diferente de poros.

Outros dados observados foram: (i) profundidade de penetracdo de tecidos
mineralizados com alta e baixa densidade de semeadura em diferentes tamanhos de
poros; (ii) volume de mineralizagédo por superficie de area com alta e baixa densidade
de semeadura com diferentes tamanhos de poros; (iii) diminuicdo do peso molecular
do polimero por degradagéo ao longo dos dias de cultura, relacionado com tamanho
de poros (FIGS. 3.7a, 3.7b e 3.7¢).



Profundidade penetragdo de

tecido mineralizado

0 150-300 pm, HSD & 300-500 pm, HSD
B 500-710 ym HSD @ 300-500 pm, LSD

o o
O R O N P
= 00N O W
I I I I |

0,05 +

28. 56.

Dias de cultura

FIG. 3.7a - Profundidade de penetracdo

37

A profundidade de penetracdo de tecido mineralizado alcangou um maximo de 250um

com poros de 300-500um e baixa densidade de semeadura.

Area mineralizada
Volume/superficie (mm)

0 150-300 pm, HSD
0 500-710 pm, HSD

300-500 ym, HSD
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56.
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FIG. 3.7b -

Mineralizacéo

A mineralizacdo do tecido aconteceu de forma proporcional aos dias de cultura, sem

diferencas significativas entre a variagdo do tamanho de poros e densidade de

semeadura.
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FIG. 3.7c - Diminuicdo do peso polecular

A diminuicdo do peso molecular do PLGA 75:25 ocorreu durante os dias de cultura,
néo havendo diferencas significativas entre os materiais com densidade de semeadura
diferente e tamanho de poros diferentes.

Deve-se ressaltar o problema da pequena quantidade de células presente no interior
da matriz, sugerindo que a distadncia e obstru¢do fisica das células e matriz
mineralizada presente na superficie do polimero eliminaram a possibilidade da difusédo
de nutrientes no meio de cultura.

3.3.4. Polimeros com cadeia contendo grupos hidroli ~ s&veis

Polimeros com cadeia contendo grupos hidrolishveis sdo polimeros susceptiveis a
biodegradac&o. Os mais comuns sdo mostrados na FIG. 3.8.
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FONTE: CHANDRA, 1998.

3.3.4.1. Poliésteres

Poliésteres alifaticos com alta massa molar sdo biodegradaveis. Esta razdo é
explicada pela flexibilidade da cadeia onde a enzima catalisadora tem acesso facil aos
sitios ativos PGA (poli(acido glicélico) e PGA/PL (poli(acidoglicélico-co-acido-latico))
sdo poliésteres alifdticos de cadeia linear simples e suas vantagens, na
degradabilidade, € a hidrolise simples da liga¢do éster em meio aquoso como fluidos
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corporais. Os produtos da degradacgdo séo, finalmente, metabolizados em dioxido de
carbono e agua e excretados via rins (CHANDRA et al.,1998).

Policaprolactona

Poli(s- caprolactona) (PCL) tem sido alvo de estudos como substrato biodegradavel e
como matriz controladora de liberacdo de drogas. O PCL é geralmente sintetizado a
partir de polimerizagdo por abertura de anel aberto de e-caprolactona. Pode ser
degradado por fungos e enzimaticamente, contudo suas aplicacdes sdo limitada pelo
seu relativo baixo peso molecular e propriedades fisicas pobres (CHANDRA et al.,
1998). E um material semicristalino com média de temperatura de fusdo entre 59° a
64°C e temperatura de transigcéo vitrea entre -70°C e -60°C, dependendo do seu grau
de cristalinidade. Produtos hidroliticos e-acido hidroxicaproéico, derivados pela cadeia
polimérica de ligacdo estdo mostrados na FIG. 3.9. Esta clivagem randémica da cadeia
polimérica provoca um decréscimo inicial do peso molecular que atinge 5000g/mol. A
perda de peso inicia-se pela difusédo de pequenos fragmentos.

O

o
) H ]
-[-O-{CHZ};:,—C —]— 0. HO-(CHg)s-C-OH
n

FIG. 3.9 - Mecanismo de hidrdlise do poli (s-caprolactona)
3.3.4.2. Poliuretanos

Os poliuretanos podem ser considerados possuidores de ambas as estruturas: a de
poliésteres e poliamidas. Sua susceptibilidade a biodegradag&o pode ser similar a dos
poliésteres e poliamidas. Geralmente a biodegradabilidade dos poliuretanos é
dependente do tipo de precursor, se sao poliésteres ou poliéteres. Os poliuretanos
baseados em poliéteres sdo resistentes a biodegradacdo, enquanto os poliuretanos
poliésteres sdo prontamente atacados. A série de poliuretanos derivados do poli-
(caprolactona) com diisocianato alifatico, com véarios pesos moleculares, é mais
rapidamente degradavel do que os derivados do diisocianato aromético (MERKLI et
al., 1998).
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3.3.5. Degradacéo dos polimeros

Ainda ndo ha um consenso para diferenciar a definicdo de bioeroséo e biodegradacao.
De acordo com Williams, biodegradacgéo € a clivagem bioldgica da estrutura polimérica
GRAHAM e NOOD diferenciam sistemas biodegradaveis como aqueles capazes de
sofrer erosao e, depois de certo tempo, produzir produtos sollveis que sdo excretados
por vias normais. De acordo com a classificagdo proposta por Heller para
biodegradacdo de polimeros, a erosdo de alguns polimeros nem sempre produz
moléculas suficientemente pequenas para serem eliminadas pelo corpo. Trés tipos de
mecanismo para degradagdo por erosdo sdo mostrados na FIG. 3.10 (MERKLI et al.,
1998).
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coldgenos, poliacrilamidas, poli(alcool vinilico). Eles tém sido imobilizados por
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introducdo de ligagbes cruzadas formando rede. Resultam entdo em um material
altamente hidrofilico e, com tal propriedade, é utilizado para administrar drogas.

(i) Erosdo do tipo I, aparece em polimeros lineares, os quais s&o inicialmente
insoltveis em agua , tornando-se soluveis pela hidrolise, ionizagdo ou protonacao,
sem clivagem de cadeia. Sendo assim, a média de erosdo destes polimeros é
altamente dependente do pH. A erosdo estaciona caso os valores de pH sejam
alcancados, devendo dar continuidade, uma vez removidos os ions de hidrogénio da
superficie do material. Nessa situacdo, a taxa de erosdo é determinada pela remocgéo
de ions de hidrogénio.

(iii) Eroséo do tipo lll é caracteristica de polimeros insoliveis em agua, que sao
hidrolisados em pequenas moléculas soltveis por clivagem de cadeia (MERKLI et al.,
1998).

Desde que a maior parte das reagbes catalisadas por enzimas ocorre em meio
aquoso, o caréater hidrofilico/hidrofébico dos polimeros sintéticos afeta grandemente
sua biodegradabilidade. Polimeros contendo ambos os segmentos hidrofobicos mais
os hidrofilicos, parecem ter maior capacidade de biodegradac¢do do que polimeros
contendo somente um desses segmentos. (CHANDRA et al.,1998; GRIFFITH, 2000).
Dentre os fatores que afetam a biodegradacdo dos polimeros, devem ser citados a
estrutura e morfologia do polimero, radiacdo e tratamento quimico pelos quais essas
estruturas sdo submetidas e, finalmente, o peso molecular caracteristico de cada
polimero. Similarmente as macromoléculas naturais como proteinas, celulose, e
amido, os polimeros sintéticos biodegradaveis possuem ligagbes como amida, amina,
éster, uréia e uretano, susceptiveis a biodegradacao por microorganismos e enzimas
hidroliticas. Ha tentativas de substituicdo de ligagBes adjacentes por grupos benzil,
hidroxila, carboxila, metila e fenil, na esperanca de aumentar a biodegradabilidade. Na
estereoquimica foi observado que polimeros éster-urea utilizados na forma L-isbmero
foram degradados mais rapidamente que D.L-isbmeros. (CHANDRA et al., 1998). A
diferenca morfologica entre proteinas e polimeros sintéticos € que essas proteinas nédo
possuem unidades repetitivas ao longo da cadeia. Essa irregularidade resulta em
cadeias menos cristaliziveis, sendo que essa propriedade contribui para aumentar a
biodegradabilidade de uma proteina. A biodegradabilidade de um polimero esta
relacionada diretamente com seu grau de proporcao das partes cristalinas e amorfas.
Essa seletividade pode ser atribuida ao empacotamento menos ordenado da regido
amorfa, que permite acesso facil das enzimas nas cadeias poliméricas. Tamanho,
forma e numeros de cristais, todos tém grande efeito na mobilidade da cadeia da
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regido amorfa que afeta a taxa de degradacgédo. As interferéncias da fotélise provocada
pela luz ultravioleta e irradiacdo por raios gama, geram radicais e/ou ions que
direcionam para clivagem e ligacdes cruzadas, ocorrendo, entdo, a oxidacao.
Consequentemente, essas mudancas no material suscetivel & biodegradacdo podem
ocorrer em estagios diferentes: nas fases imediata, avancada ou tardia, dependendo
do tempo de exposi¢cdo, principalmente em caso dos raios gama. A degradacdo €&
caracterizada por varias maneiras: perda de massa, perda de massa molar, perda de
resisténcia. A degradacdo dos polimeros acontece pela clivagem randémica das
cadeias. E comum a diminuicdo da massa molar e propriedades mecanicas antes de
ocorrer o decréscimo do peso (GRIFFITH, 2000). O processo de biodegradacdo é
dificultado, ou mesmo inexistente, em plasticos como PE, PP, PS, por endoenzimas de
microorganismos, devido ao alto peso molecular desses materiais. Primeiramente
deve acontecer uma fotodegradagcdo ou degradacdo quimica para abaixar o peso
molecular do material, deixando-o em condi¢bes de penetracdo pela membrana do
microorganismo, e assim disponibilizando-o para uma clivagem por enzimas
intracelulares proprias (CHANDRA et al., 1998).

3.3.6. Efeitos da modificagcdo quimica da estrutura e da superficie do polimero

Aspectos desejaveis na quimica dos biomateriais incluem a interacao especifica com
componentes da matriz extracelular, fator de crescimento em receptores da superficie
celular. Entretanto, € muito dificil controlar as propriedades de superficie da maioria
dos materiais sintéticos usando engenharia de tecido, isto €, a adsorcao de proteinas
especificas sobre a superficie do material, que usualmente define a caracteristica
fenotipica das células em contato com o material. Importantes parametros como forca
de adesdo celular, taxa de migracdo celular e taxa de proliferacdo celular séo
fortemente dependentes da concentracdo e conformacdo de proteinas adsorvidas na
superficie do material. Adeséo de proteinas como fibronectina, vitronectina e coldgeno
tém um papel efetivo na promocdo de adeséo celular na superficie do biomaterial.
Varios trabalhos demonstraram que pequenas sequUéncias de peptideos como
GRG.DS adsorvidos na superficie do polimero podem duplicar a adeséo celular na
interface (WANG et al., 2003; HERSEL et al., 2003; VERIER et al., 2002; GRIFFITH,
2000; DILLOW et al., 2001). Caracteristicas da superficie do material polimérico
influenciam a resposta osteogénica. Elas abrangem duas categorias fundamentais: a
topografia e a quimica da superficie. Inicialmente, ha um efeito que esta relacionado
com o didmetro do poro que influencia o comportamento dos osteoblastos. Isto pode
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ser observado usando diferentes ensaios in vitro para verificar a aderéncia,
proliferacéo e diferenciagdo celular. Vance et al. (2004) concluiram que, mudangas nas
propriedades dos PLGA, PCL, PU, como quimica de superficie, molhamento,
rugosidades da superficie, influenciam a funcionalidade dos fibroblastos,
demonstrando que estas alteracbes podem direcionar as aplicacdes desses materiais.
WACHEM et al. (2002) imobilizaram colageno na superficie de PU e concluiram que
isto aumentou consideravelmente a integracdo dos tecidos ao biomaterial. Outros
estudos com o proposito de melhorar as propriedades mecénicas de compressao e
flexural das matrizes de ancoragem dispersaram uma fase inorgéanica de
nanoparticulas na matriz polimérica. Esse preenchimento de refor¢o para polimeros é
estavel, facilmente se dispersa no material como também mantém ligacdo covalente
com a matriz. HORCH et al, (2004) dispersaram particulas de diacriloil lisina
alumoxane demonstrando um aumento de trés vezes mais o moddulo flexural em
comparacgéo ao polimero natural. Um estudo realizado por LEE (2003), com a mesma
intencado, dispersou particulas de (MMT)- argila organofilica montmorilonita em matriz
de PLLA. O resultado foi um aumento no médulo de elasticidade que, de 121,2 MPa,
passou para 170,1 MPa, sugerindo um aumento de 40%. As propriedades mecanicas
dos compdsitos resultantes da dispersdo da argila no polimero sdo atribuidas ao
acoplamento entre a enorme area superficial da argila ~760m*/g e a matriz polimérica
que facilitou a transferéncia de tensdo para a fase inorganica (AYRES, E., 2002).

A interacdo de particulas em nanoescala com uma segunda fase d4 origem a uma
categoria de materiais conhecida como nanocompdsitos.

A mistura de uma ou mais fases possibilita a obtencdo de um compdsito com uma
combinagcdo de propriedades que ndo poderia ser encontrada em nenhum dos
componentes isoladamente. O emprego de compdsitos carregados com particulas
inorganicas, ndo somente melhora as propriedades fisicas dos materiais, como
também é capaz de chegar a materiais de alto desempenho com um custo mais baixo.
(AYRES, E., 2002).

A dispersdo das microparticulas pode criar trés tipos de interacdo entre as fases,
dependendo da natureza dos componentes utilizados e do método de preparacao.
Quando o polimero ndo esta apto a se intercalar entre as laminas do silicato, um
composito de fases separadas € obtido, cujas propriedades séo parecidas com as dos
tradicionais microcompdésitos. Outra estrutura é a intercalacdo de cadeia polimérica
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estendida entre lamelas de silicato, resultando em uma morfologia multilamelar bem
ordenada. Um terceiro tipo, em que as camadas do silicato estdo completa e
uniformemente dispersas na matriz polimérica, formando uma estrutura esfoliada ou

delaminada também pode ser observado. (Discacciati, 2005). (FIG. 3.11)
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FIG. 3.11 - Tipos de compositos

A principio, estes silicatos ndo se compatibilizariam com polimeros, entretanto,
modificacBes nas camadas ou galerias das argilas podem criar um ambiente que sirva
para viabilizar a compatibilizacdo entre polimero e argila.

A modificacdo na argila € baseada na incorporacdo de aménio quaternério com
estrutura: N* (CH, - CH, - OH), (CHs) T onde T representa um grupo alquil de,
aproximadamente, 65% Cig Hz7, 30% Cy6 Haz e 5% de Cyi4 Hyg (PATTANAYAK et al.,
2005).

A troca iénica com fons alquilaménio do tipo N* R4 é um método bem conhecido que
possibilita a dispersdo das argilas em solventes organicos tornando-as compativeis

com materiais hidrofébicos.

Uma outra caracteristica importante desse sistema € que os cétions alquila amina

protonada podem catalisar os processos de polimerizacdo intragaleria. Com isso, h&
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um aumento da velocidade de polimerizagdo intragaleria em relacdo ao restante do
polimero (AYRES, 2002).

A maioria dos polimeros possui propriedades mecéanicas compativeis com tecidos
moles, onde sdo usados para regeneracdo de tecido injuriado. Entretanto, eles sdo
mecanicamente fracos quando usados para regeneracao de tecidos duros. A tentativa
de esfoliar particulas em nanoescala de compostos inorganicos em fase de matriz de
polimero orgénico pode melhorar consideravelmente suas propriedades.

Resultados podem ser observados quando matriz polimérica € utilizada para
regeneragdo 0ssea, onde a degradacdo gradual do material é substituida pelo tecido
em espacos vazios e, a0 mesmo tempo, é necessaria, da parte do polimero, uma
resisténcia maior temporariamente as cargas aplicadas originadas das tensdes
funcionais em um transplante in vivo (LEE et al., 2003).

3.3.7. Desenho das matrizes poliméricas

Selecdo e sintese das matrizes porosas apropriadas a cada aplicagdo sdo governadas
pelas propriedades fisicas, propriedade de transporte de massa, e requisitos de
interacdo biolégica para cada aplicacdo especifica. Essas propriedades ou variados
desenhos sdo especificados pela indicacdo na aplicacdo das matrizes e meio
ambiente onde sdo implantadas. A capacidade de regeneracdo de tecidos esta ligada
as propriedades fisicas do material, que reflete no sucesso das matrizes. As
propriedades fisicas incluem mecanismos na formacdo de géis, caracteristicas
mecanicas e comportamento de degradagdo. Nas matrizes com propriedades
desejaveis, deve-se observar propriedades mecanicas em niveis macroscépico e
microscopico. Macroscopicamente, a matriz deve suportar e prover estabilidade para
os tecidos, manter forma e funcéo, em seu volume. No nivel microscoépico, evidéncias
sugerem que crescimento, diferenciacdo e formacgédo de tecido sdo dependentes do
estimulo mecénico para as células. Como consequéncia, a matriz de suporte deve ser
capaz de responder as cargas especificas e transmiti-las de maneira adequada as
células e tecidos vizinhos. A performance mecanica da matriz depende da
especificagdo, caracterizagdo e controle das propriedades mecéanicas incluindo
elasticidade, compressibilidade, comportamento viscoelastico, forca e tensdo de
tracdo. A cinética desejada da degradacdo esta relacionada com a aplicagdo do
material na engenharia de tecido. Deve-se levar em consideracdo o tipo de clivagem
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da molécula, tamanho de residuos provenientes da diminuicdo da massa molar, e
cinética das reacbes. (JEANIE et al., 2003). As matrizes de suporte aplicadas a
engenharia de tecidos necessitam de condi¢gdes apropriadas para transporte de gases,
nutrientes, proteinas, células e produtos degradados fora e/ou dentro das matrizes.
Neste caso, pelo menos inicialmente, o que interessa € o processo de difusdo. Nas
matrizes de suporte, a taxa de difusé@o e distancia de difusdo da molécula depende da
interacdo dos materiais usados com as moléculas difundidas. Consequentemente, a
taxa de difusdo serd afetada pelo peso molecular e tamanho das moléculas
comparadas com estes poros, no caso de 3D. O suprimento de oxigénio, nutriente e
remocédo de produtos degradados sdo essenciais para a sobrevivéncia dessas células.
A maioria das células e propriedades de transporte de massa in vivo subsiste em meio
ambiente de rede para ancoragem com poros de, no minimo, 100um. Distancias
maiores podem ser requeridas para transporte, se houver outras necessidades como a
angiogénese. Os biomateriais empregados na engenharia de tecido devem ter
caracteristicas ndo téxicas e ndo induzir uma inflamacdo aguda ou crbnica de
encapsulamento indesejado. Contudo, pode-se, através da incorporacdo de fatores
comuns da matriz extracelular (ECM) a matriz porosa de suporte, fazer acelerar e
especificar a adesado, proliferacdo e diferenciagcdo das células. Estes fatores se
identificam como as (BMPs.,), proteinas morfogénicas de o0sso, fatores de
transformacéo de crescimento B(TGF.B), e receptores de membrana celular altamente
especificos. Uma importante proteina originaria da EMC composta de trés
aminoacidos, arginina-glicina-acido aspartico (GRGDS), cumpre esse papel na
primeira fase de interacdo na interface do material e tecido. Outros peptideos comuns
incluem os receptores especificos para fibronectina (REDV) arginina—acido glutamico-
acido aspértico-valina. Receptor para a laminina (YIGSR) tirosina-isoleucina-glicina-
serina-arginina. (JEANIE et al., 2003).

3.4. METABOLISMO OSSEO

Novos desenvolvimentos na area de biologia 0ssea, fisiologia, e pesquisas ortopédicas
tém sido direcionados para obter informacBes que envolvam mecanismos de
transducdo e estimulagdo mecénica para células 6sseas. Esses mecanismos implicam
no processo continuo de remodelamento 06sseo que envolve osteoblastos,
osteoclastos, ostedcitos, para traduzir os sinais mecanicos externos. (SIKAVITSAS et
al., 2001). O metabolismo 6sseo é um processo de remodelacdo dindmico e continuo

gue é normalmente mantido pelo balanco acoplado entre reabsor¢cdo de osso antigo
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ou injuriado e formacgdo de osso novo. No nivel microscépico, 0 metabolismo sempre
ocorre na superficie 6ssea em sitios localizados, o qual € chamado de BMU (unidade
de remodelamento 6sseo). Mudancgas podem ocorrer rapidamente quando a taxa de
variacdo do “turnover” € aumentada, comprometendo assim a integridade funcional do
0sso com o tempo (CHISTENSON. 1997). Osteoblastos sdo células derivadas da
fusé@o de linhagem dos mondcitos que sdo normalmente multinucleadas. Sao células
ativas com sitios para secrecdo de enzimas e prétons, essenciais para 0 processo de
remodelamento. A membrana do osteoblasto, em seu ambiente, responde de maneira
fisiolégica e regulatoria a varias funcbes celulares, ja que tem receptores para
hormbénios e outras substancias. Osteoblastos sdo maquinarios biolégicos que
envolvem formacéo 6ssea. Depois da lacuna provocada pela erosao dos osteoclastos,
essas células redepositam matriz 0ssea nos sitios. Sdo derivados de células
precursoras do sangue e histologicamente tém um ndcleo e uma extensiva rede de
reticulo endoplasmético rugoso, organelas que sao responsaveis pela sintese de
proteinas na matriz 60ssea. Nesse estdgio, acontece o aprisionamento de alguns
osteoblastos pela matriz, transformando-os em osteécitos. Os ostedcitos séo
considerados metabolicamente inativos, entretanto tém um papel importante como
iniciador do ciclo 6sseo, detectando microfraturas, ou outras alteracdes, repassando
essas informacdes, através de sinalizacdo especifica aos osteoblastos.
(CHRISTENSON, 1997). A influéncia da (ECM) matriz extracelular no processo do
metabolismo 6sseo sendo entendida a medida que intricados mecanismos foram
sendo desvendados. As moléculas originadas da ECM passaram a ter
comprometimento no comportamento das células. LANZA et al. (1997) propuseram:
um modelo, “reciprocidade dinAmica” entre ECM por um lado e citoesqueleto e matriz
nuclear por outro. Neste modelo, moléculas da ECM interagem com receptores da
superficie das células, que transmitem sinais para moléculas do citoplasma. Esses
sinais iniciam uma cascata de eventos através do citoesqueleto até o nucleo,
resultando na expresséo especifica de genes, os quais produzem efeitos de retorno
gque afetam a ECM de véarias formas. Essa interacdo, ECM-célula, participa
diretamente na promocao da adesdo, migracdo, crescimento, diferenciacdo e morte
programada das células, como também na modulacdo das atividades das citocinas e
fatores de crescimento, ativando sinalizacfes intracelulares (LANZA et al., 1997).
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3.4.1. Composicéo e diversidade da ECM/célula

A matriz extracelular e a célula possuem grande diversidade de componentes que tém

como finalidade suas sobrevivéncias e proliferacdo. Dentre os principais componentes

bioguimicos relacionados com o metabolismo 6sseo podem ser citados:

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

K)

osteocalcina - proteina ndo colagena (NCP). Pode ser usada para inibir a
mineralizacao;

osteonectina - glicoproteina que liga célcio, hidroxiapatita e colageno,
sugerindo que é um nucleador de mineralizagdo de matriz;

fosfatase alcalina - polipeptideo secretado por osteoblastos. Promove a
formacdo de cristais. Ele € inibido por glicocorticoide e horménio da
paratiredide (PTH);

fibronectina - Polipeptideo com regifes para ligagbes com colageno, fibrina
e células. Os osteoblastos usam a fibronectina para adeséo;

TGFB - Fator de transformacéo e crescimento B, o qual modula a sintese de
fibronectina, trambospondina e inibe enzimas que degradam a ECM. Causa
a diferenciacdo dos MSCs para condrécitos e pode induzir a proliferacéo de
condrdcitos e osteoblastos;

osteopontina - proteina conjugada ao &cido sidlico e estd ligada & adeséo
de células na matriz 6ssea. Sua sintese é aumentada pela vitamina D e
TGFB. Sua diminuicdo est4 ligada & dexametasona e PTH,;

BMP - Proteina formadora de osso. E da familia das citocinas, gue estimula
a proliferacdo de condrécitos e osteoblastos e causa aumento na produgéo
de matriz em cada tipo de célula. E reconhecida como indutora para
diferenciacdo do MSC para osteoblastos;

FGF - Fator de crescimento de fibroblastos.que faz parte da familia de fator
de crescimento o qual estimula a proliferagdo de MSCs, osteoblastos,
condrécitos. Tem propriedades angiogénicas;

IGF - Fator de crescimento ligado a insulina. Estimula proliferacdo de
osteoblastos e condrécitos. Induz secrecao de matriz para essas células;
PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas. Dependendo de sua
concentracao pode induzir proliferacdo de osteoblastos e condrécitos como
também reabsorgéo 0ssea;

PTH - Horménio da paratiredide. E um polipeptideo de cadeia simples e
causa liberagdo de célcio da matriz 6ssea, induz também a depreciacédo
dos osteoblastos, e inibe a funcdo dos osteoblastos;
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[) estrogénio - Hormdnio complexo que interfere no processo de decréscimo
da reabsorcado 6ssea pelos osteoblastos;

m) dexametasona - Corticosterdide que promove a diferenciacdo rapida de
condrécitos fazendo-os secretarem fosfatase alcalina, sugerindo ser
importante na calcificagédo de cartilagem;

n) tiroxina - Horménio da tiredide que estimula a reabsorcao dssea,;

0) calcitonina - Polipeptideo que abaixa o nivel de célcio no sangue, pela
inibicdo da “funcdo osteoblasticas”;

p) prostaglandina - Familia dos acidos graxos que desempenha papel duplo
no balango aposicéo/reabsorcéo;

g) interleucina (IL-1) - Estimula a proliferacdo de osteoblastos. (SIKAVITSAS
et al., 2001).

Os primeiros receptores achados para ECM foram as integrinas (FIG. 3.12). Esses
receptores fazem parte da familia dos heterodimeros transmembranicos. Sao
proteinas compostas por duas subunidades, a e B. S&o conhecidas, pelo menos, 15a
e 8B subunidades. Elas formam pares e possuem uma variedade muito grande de
combinagcbes entre as cadeias. Algumas integrinas sdo receptoras, bastante
especificas enquanto outras se ligam a varios diferentes epitopes. Elas se distribuem
em dominios de ligacdo extracelular e intracelular. O dominio citoplasmatico das
integrinas interage com o citoesqueleto, sugerindo a transducdo. Recentemente,
estudos tém demonstrado a inducao direta de sinais bioquimicos dentro das células.
Uma caracteristica interessante é que varias moléculas da matriz extracelular contém
uma sequéncia de aminoacidos: um tripeptideo RGD em suas estruturas, que lhes
permitem ligar diretamente aos receptores da superficie das células. A presenca desse
e de outros peptideos sdo comuns para as lamininas, trombina, tenacina, fibrinogénio,
vitronectina, colageno | e VI, osteopontina.
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FIG. 3.12 - Familia das integrinas de receptores, e sua composi¢éo heterodimérica
com seus ligantes extracelulares. B; . B2 - média adeséo cel/matriz; B,- envolve adesao
de FN, LN, CO; Bz. FG, VNF, TSP, VN. Abrevia¢des: CO- colageno; C3bi-
Complemento; FG- Fibrinogénio; FN- Fibronectina; ICAM 1- Molécula de adeséo
intercelular; aN- Caminina; TSP- Tronspondina; VCAM 1- Molécula de adeséo de
célula vascular; VN- Vitronectina; VNF- Vou willebrand fator; OSP- Osteopontina.

Fonte: Principles of Tissue Engineering, 1997.

A adesao de células pode ser dividida em trés graus de adesividade, segundo LEE et
al. (2004): (i) Adesividade imediata significa uma deposicdo de células, mas sem
espalhamento. (ii) Adesividade intermediaria caracterizada pelo espalhamento das
células, mas sem a inducgéo de fibras nem adeséo focal. (iii) Adesividade tardia indica
espalhamento de células com fibras tencionadas e adesdo focal. A adesividade
imediata € a mais importante, pois se trata da primeira etapa para a adesdo nos
polimeros (FIG. 3.13). Esta adesao bioldgica pelas células € mediada principalmente
pelas integrinas que estdo envolvidas nos processos de cicatrizagdo, invasao de
tumores e inflamacgédo. Elas tém a capacidade de reconhecer proteinas adsorvidas na
superficie do material como RGD. Além desses resultados, TSUCHIYA et al. (2001)
demonstraram a importancia da fibronectina para a adesdo das células em matrizes
porosas. Isto se traduz na grande presenca de integrinas que respondem por estes
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dominios: a;, az, as, 0, € B1. Confirmando estes resultados, STEPHANSSON et al.
(2002) realizaram pesquisas com osteoblastos e concluiram a dependéncia da
fibronectina e, consequientemente, seu receptor asp;, para a definicdo do fendtipo,
expressdo génica e mineralizacdo da matriz. Esta analise foi feita através de ensaios
da fosfatase alcalina, PCR e experimento com anticorpo bloqueados HFN7.1. Por
outro lado, DAMSKY (1999) concluiu que qualquer perturbacdo que altera a
organizacao tridimensional da fibronectina ou propriedades mecanicas da matriz
madura de osteoblastos pode disparar, ainda de forma desconhecida, 0 mecanismo de
apoptose sugerindo, mais uma vez, a importancia do B, receptor da fibronectina na
sobrevivéncia do processo de desenvolvimento do “ciclo da vida” dos osteoblastos.
ANSELME, (2000) e CHING- HSINKYV et al. (2002) observaram alto nivel de integrinas
expressado na cultura de osteoblastos humanos tais como: a;8; azf;, asp1, aPse, em
muito menor quantidade, aB; a4Bi,0,8;, sendo que a subunidade B, estava
predominantemente envolvida na adesdo do colageno, lamina e, principalmente, da
fibronectina.

NICOLOVSKI et al. (2000) confirmam os mesmos achados de ANSELME (2000),
como, também, constataram a essencial importancia da presenca do Ca™, Mg™* no
funcionamento da integrina. Parece que os ions induzem a mudanga conformacional
da integrina, necessaria para a exposicao dos sitios ativos ligantes.

| Estirnulo mecdnico

REgR

RGD RGD RGD RGD RGD

FIG. 3.13 - Representacdo das proteinas da célula envolvida na adeséo celular no
biomaterial
FONTE: K. ANSELME, 2000.
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Com a intengdo de demonstrar a importancia dos componentes da ECM no sucesso
da adesdo de osteoblastos, AMIN. et al. (2003) compararam trés substratos de
matrizes poliméricas (PLGA), poli(acido latico co-glicdlico), (PLA) poli(acido latico) e
(TCPS) cultura em poliestireno e concluiram a superioridade da aderéncia dos
osteoblastos no substrato que produziu maior nivel de moléculas da ECM e melhor
organizacdo no citoesqueleto. O PLGA  provavelmente favorecido pela sua
composicao especifica, foi o material que apresentou melhor resultado. A fibronectina
€ uma macromolécula que contribui para a organizacao estrutural da ECM e interacao
com células. E uma glicoproteina dimera adesiva, com ligacdes dissulfidicas. Contém
trés tipos de dominios multiplos de repeticdo, FN;, FN,, FN3. A atividade biol6gica mais
importante da fibronectina é sua interagdo com células. Sua versatilidade nestas
interacbes é explicada pela atividade de varios médulos. No mddulo FN; na 102
posicdo aparece a sequéncia de Arg-Gly-Asp que interage com a integrina a;Bs. No
mddulo FN; se ligam receptores do sistema de coagulagcédo heparina | e fibrina I; j& no
mddulo FN, se liga o colageno e sulfato de condroitina.

3.4.2. Mecanismo de transduc¢éo

Os biomateriais, uma vez em contato com tecidos do corpo humano, estimulam
resposta interativa que ocorrerd na interface material/tecido. Esta interacdo se da
através de células com o meio externo via proteinas transmembranicas, as quais
repassam informacdes de ambos os meios, externos e interno da célula. Muitas
dessas proteinas sdo receptores caracterizados por sitios de sinalizacéo e regulacgao.
Quando o sitio ligante é ativado acontece a mudancga da conformacédo do receptor ou
afinidade por outras moléculas que iniciam a reacdo em cascata mediada por reacéo
de enzimas, resultando na ampliagdo dos sinais em um processo chamado de “sinais
de transducdo”. Em uma funcao celular, temos os estagios de sobrevivéncia da célula,
proliferacdo, migracéao e diferenciacdo, que sédo regulados por intrincada rede de sinais
integrados de muitos tipos de moléculas em um processo altamente dindmico. Duas
classes desses receptores sdo relevantes para os biomateriais: os “fatores (soluveis)
de crescimento” e “matriz extracelular (insolGveis)”. Moléculas de fator de crescimento
e seus receptores tém o papel na homeostase de tecidos normais. S&o sollveis e
peso molecular de 5.000 a 50.000g/mol. O BMP (proteina morfogénica de 0sso) envia
sinais as células precursoras de 0SSO que migram para 0S sitios injuriados,
proliferaram e formam tecido 6sseo. A segunda classe ECM é um gel de proteinas,
proteoglicanos e polissacarideos, na maioria insoliveis com peso molecular
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tipicamente acima de 100.000g/mol, que contém regides de dominio de vérias
funcionalidades incluindo o receptor mediador de adeséo celular, regides de interacéo
com outras moléculas da ECM ou fatores de crescimento. Um sitio de grande
importancia para a interacdo com biomateriais € o sitio de ades&o, que é intermediado
pelo tripeptideo arginina-glycina-aspartato (RGD) (Mw 400g/mol). Estes peptideos
interagem com receptores de superficie de classes de células chamadas integrinas.
Sao receptoras ligantes especificas e mediam muitos aspectos do comportamento
celular. A resposta estimulada bioquimicamente ou mecanicamente parece envolver
fendbmenos que se combinam para explicar a ativacdo celular. Ha evidéncia de que as
integrinas adotam pelo menos 3 (trés) diferentes estdgios conformacionais: repouso,
estado ligante e estado aberto, sendo que este comportamento mecanistico complexo
sugere um tipo de sinalizagdo transmembréanica das integrinas (HERSEL et al., 2003)
(FIG. 3.14).
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FIG. 3.14 - Modelo de transducao de sinais na célula in vivo
FONTE: Ciéncia e Pratica de Oclusao, MCNEILL, C., 2000.

Perturbacéo sobre o tecido conjuntivo pode causar distor¢do da ECM. No caso, tais
alteracbes podem estar associadas ao aparecimento de potenciais de deformacéo de
dissipacdo lenta com picos piezoelétricos, podendo assim ativar os canais ibnicos
mecanossensitivos. Os estimulos das alteracdes de membrana e distor¢do da ECM
podem ativar os receptores de membrana associados com uma série de sistemas de
mensageiros secundarios que iniciam a transducdo dos sinais estimulados. Estes
estimulos séo traduzidos, subseqientemente, para 0s contatos focais e proteinas
citoestruturais tanto fisica, quanto bioquimicamente. A participacdo da tirosina e outras
proteinoquinases, seguidas por uma série de cascatas de fosforilagdo, propagara a
ativacdo intracelular. Apos a ativagcdo das proteinas citossélicas e dos mensageiros



57

secundarios, ocorrera ativagdo nuclear. Isto pode ocorrer através de alguma forma de
integridade tracional, ativacdo nuclear fisica ou ativagédo do fator de transcri¢cdo que se
ligaria as seqiiéncias de DNA estimulando a transcrigcdo genética.

3.4.3. Interface biomaterial/célula

Algumas proteinas 6sseas tém propriedades quimiotaticas ou adesivas, porque
contém a sequéncia RGD, que é especifica para fixacdo de células com receptores
do tipo integrinas na membrana: fibronectina, osteopontina, sialoproteina dssea,
trombospodin, colageno tipo |, vitronectina. Osteoblastos humanos aderem,
preferencialmente & fibronectina e fracamente a laminina e colageno tipo V. Em
contraste, ndo aderem ao colageno tipo Ill (FIG. 3.15). Aforca da adeséo as células de
calvaria de rato medido com aparato de fluxo radial foi significativamente maior com a
superficie recoberta como o peptideo RGD comparado com o RGE. O papel da
conformacgéo do peptideo RGD na adeséo de células osteoprogenitoras tem sido de
alta importancia. Estes experimentos demonstram, entédo, recurso que se pode usar
para promover a adeséo de células do osso em biomateriais, adsorvendo peptideos
especificos preliminarmente (ANSELME, 2000).
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FIG. 3.15 - Adeséao e espalhamento de osteoblastos na superficie do material
FONTE: HERSEL et al.,2003.

O processo de adesdo celular mediado por integrinas compreende uma cascata de
quatro diferentes eventos (i) adeséo celular, (i) espalhamento celular, (iii) organizagcéo
do citoesqueleto via actina, (iv) formacdo de adeséo focal. Inicialmente, h4 o contato
com a superficie e algumas ligagdes ocorrem, permitindo a célula resistir as forcas de
cisalhamento. Em seguida, o corpo da célula comecga a adiantar-se e sua membrana
se espalha sobre o substrato. Aparece, nesta fase, uma reorganizacdo da actina como
fibra de fusdo. Finalmente, forma-se a adesdo focal, onde ligacdes de moléculas da
ECM interagem com o citoesqueleto. A adesdo focal consiste em linhagem de
integrinas transmembranicas associada com outras moléculas citossolicas. Entre elas
pode-se citar tetraspanins, fator de crescimento, sindecaus, lipides, tensina, talina,
runculina e quinase de adeséao focal (FAK). O grande numero de eventos sinalizadores
seguidos de adesdo focal é conhecido. Estes incluem ativagdo do FAK, como citado
acima, (ERK) quinase extracelular reguladora, GTPases, fosfatidil inositol (PIP5),
(MAPK) proteina quinase mitogénica ativadora. Entretanto, j& € bem conhecido que
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espalhamento celular mediado por integrina e adeséo focal dispara a sobrevivéncia e
proliferacdo de células dependentes de ancoragem. Neste contexto, a expressao da
proteina Bd-2 anti apoptoética induzida pela integrina asp; e supressdo da p53 via FAK
sao discutidos. Em contraste, a perda desta adeséo inicial causa apoptose em muitos
tipos de células nomeadas como “anoikis” que, em grego, quer dizer sem lugar.
Anoikis podem ser induzidas na presenca de moléculas ligantes da ECM néo
imobilizadas (FIG. 3.16).

espalhamento —3 sobrevivéncia, proliferagio
celular

¥ integrina

integrina ligante

FIG. 3.16 - Efeito oposto das integrinas ligantes
Ligantes imobilizados agem com agonistas da ECM, direcionando a adesdo e
sobrevivéncia celular, enquanto ligantes ndo imobilizados agem como antagonistas
induzindo a ndo adeséo de células, mantendo a forma especifica e apoptose.
FONTE: U. HERSEL et al., 2003.

Para se obter uma ligacdo estavel com o RGD, estes grupos devem ser ligados ao
polimero via grupo funcional como a hidroxila, amino, ou grupo de &cido carboxilico.
Como alguns polimeros ndo tém estes grupos funcionais em sua superficie, eles séo
introduzidos pelas fendas, co-polimerizag&o ou tratamento quimico ou fisico (MANSUR
et al., 2000; HERSEL, 2003). Na maioria dos casos, o peptideo RGD é estavel pela
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ligacdo covalente de amidas. Isto é feito reagindo o grupo acido carboxilico de
superficie ativado com um peptideo nucleofilico N-terminal e o acido carboxilico pode
ser ativado usando um reagente de acoplamento EDC (1-etil) 3 (3 dimetilamino propil
carbodiimida), carbodiimida (WSC), dialohexil-carbodiimida (DCC), carbonil diimidazol
(CDI) (FIGS. 3.17, 3.18 e 3.19).
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FIG. 3.17 - RGD reage via N terminal com diferentes grupos de polimeros. i) grupo
carboxila com a carbodiimida e NHS para gerar o éster ativado; ii) amino grupo pré-
ativado com WSC; iii) grupo hidroxila pré-ativado com tresilato; iv) grupo hidroxila pré-
ativado com p.nitrofenil carbonato.

FONTE: HERSEL et al., 2000.
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FIG. 3.18 - Seqiiéncia de RGD, formula molecular e nomenclatura
FONTE: U. HERSEL et al., 2003.
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FIG. 3.19 -

Representacao do sitio ativo da RGD
FONTE: HERSEL et al., 2003.

Algumas consideragfes devem ser observadas sobre o peptideo RGD no processo in

vitro:

a)

b)

d)

e)

f)

a adesdo de células no polimero recoberto pelo peptideo é dependente do
tempo de exposicdo ao mesmo. Usualmente, é feito o teste de 1-4 horas
apos a semeadura das células;

a orientacdo conformacional do peptideo exerce uma forte influéncia na
seletividade do RGD. Exemplificando, se a conformacdo do RGD for mais
encurtada e dobrada, h4& um aumento da afinidade pela integrina a3
enquanto, se a conformacdo se apresentar mais linear, sua afinidade
preferencial passa a ser pela integrina a,Bs, (VERRIER et al., 2002) (fig.
3.18);

a adesao celular na superficie do material € funcdo da concentracdo do
RGD adsorvido;

a adeséo celular mediada por integrinas depende da ocupéancia e linhagem
do receptor presente na superficie;

alto nivel de densidade de RGD na superficie leva a uma reducdo da
velocidade de migracdo celular que pode ser explicado pela forca de
arrasto das células para a superficie;

a direcdo da migracéo celular pode ser governada pela distribuicdo do RGD
na superficie, j& que as células se movem em direcdo a superficie onde se
encontra densidade mais alta de RGD.
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A migracao celular € um processo altamente complexo. Além da atragdo das células
para adesdo, as integrinas desempenham ainda uma funcdo de migracdo celular,
como agregar a adesao focal, frente as células, propiciar a mecanotransducao entre
as forcas contrateis das células sobre o substrato, enquanto o corpo da célula se
move, e, por fim, desagregar o contato focal apds estabilizacdo da célula (HERSEL et
al., 2003).

3.5. CULTIVO DE CELULAS

Ha trés formas principais de estratégias terapéuticas para tratamento de tecidos
injuriados em paciente: (i) implante de células de cultura; (i) implante de células
agregadas in vitro em matrizes; (iii) e regeneracao in situ. Para implantes, as células
individuais ou grandes agregados celulares do paciente ou doador séo injetados
diretamente no tecido injuriado ou sdo combinados com matriz degradavel in vitro, e
entdo implantados. Para implantagdo do tecido, é usado um crescimento in vitro de
tecido completo em 3D, com suas células tendo alcangcado a maturidade. Para
regeneracgao in situ, a matriz é implantada diretamente dentro do tecido injuriado que
estimula as células do préprio corpo a promoverem uma reparagdo do tecido local.
Fonte de células podem ser aut6logas (originadas do proprio paciente); células
alégenas (originadas de doadores humanos as quais ndo sao imunologicamente
idénticas) e células xenogénicas (células originadas de espécies diferentes). Por cada
categoria, pode-se delinear se as células sao adultas ou embriogénicas (ambas sao
capazes de regenerarem e diferenciarem em variedades de linhagem de células)
(GRAFFITH et al.,, 2002). Com a limitacdo do uso de células embriogénicas, uma
opcdo € a utilizacdo na engenharia de tecido da MSC, linhagem de células
mensequimais. Elas estdo presentes em uma variedade de tecidos durante o
desenvolvimento humano e no adulto sdo prevalentes na medula 6ssea. Pode ser
isolada e expandida em cultura, e estimulada a se diferenciar em osso, cartilagem,
musculo, tenddo, linhagem de medula e outros tecidos conectivos. Na engenharia de
tecido, se constroi tecidos in vitro a partir dessa linhagem, reintroduzindo-as in vivo.
Estudos avaliados concluiram que agentes indutores especificos governavam a
regulacdo de cada via para uma linhagem especifica. Este mecanismo envolve a
secrecdo de fatores de crescimento e citocinas que, por sua vez, regulam outras
proteinas, respondendo pelas caracteristicas do fenotipo das células (ARNOLD;
CAPLAN et al., 2001). As células mesenquimais podem ser relativamente faceis de

serem isoladas usando marcadores especificos de células progenitoras do
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pericondrium, periésteo, ou aspiragdo de medula 6ssea e expandida in vitro. Como
sdo células raras (somente uma célula MSC por 100.000 células nucleadas),
isolamento e expansdo sdo exigidos para aumentar a populacdo para os implantes.
Essas células tém a vantagem de manter sua capacidade de diferenciar ap6s seu
crescimento de expansao (HEATH, 2000).

YOSHIKAMA et al. (2001) demonstraram a produgdo de células mesenquimais de
medula a partir de cultura de medula éssea sanguinea acrescida de BMPs em sua
cultura ancorada em matriz de coldgeno (FIG. 3.20). No trabalho realizado por
MINUTH et al. (1998) a experiéncia demonstrou que a engenharia de tecido deve ser
feita em trés principais etapas (Tabela Ill. 1). A primeira etapa € a reproducdo das
células feitas em cultura convencional no laboratério. Esta etapa compreende
multiplicacdo suficiente, proliferacdo e espalhamento de células. A segunda etapa € a
infiltracdo das células reproduzidas estaveis na biomatriz. Por um lado, a biomatriz é
um importante requisito para o espalhamento tridimensional da célula; por outro lado,
€ a base para uma 6tima diferenciacédo de tecidos (MINUTH et al., 1998). A terceira

etapa € a manutencgédo do fendtipo através do meio adequado.
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FIG. 3.20 -Modelo da diferenciacdo osteogénica com influéncia das BMPs e Cbfal,
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nos estagios iniciais da diferenciagdo celular. BMP: Proteina formadora de 0sso;
DOPC: Célula osteoprogenitora determinante; IOPC: Célula precursora indutora de
0SSO0.

FONTE: BONE ENGINEERING, 2000.

TABELAIIL1

Engenharia de Tecido

Etapa 1
Necessidades Multiplicacédo,

Proliferagéo e

Espalhamento.

Etapa 2
Inducéo e
Diferenciacéo.

Etapa 3
Manutencéo de
Fenotipo.

Método Cultura em placa Matriz otimizada Meio de cultura
de vidro. por carredores. estabilizado por
perfusédo de
cultura.

FONTE: MINUTH et al., 1998.

O caminho da diferenciacdo e proliferacdo a partir das células mesenquimais é
complexo, contudo se conhece algum indutor nos Vvarios estagios do mecanismo
proliferativo. Durante a evolugdo dessas etapas mediadas por esses fatores, com
frequéncia acontecem cruzamentos alternativos das vias de diferenciagéo.
Condradcitos hipertréficos podem se transformar em osteoblastos que, por sua vez,
podem mineralizar transformando-se em ostedcito. Por interferéncias ainda
desconhecidas, estas células osteoblasticas ou condrécitas podem se tornar
apoptéticas (Fig.3.20).

Na tabela Ill.2 MINUTH et al. (1998) demonstram a relacdo do grau de diferenciagéo
celular, com a dependéncia das necessidades para sua otimizacdo e as

implementacdes realizadas.
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TABELAII.2
Acdao sinérgica para diferenciacdo de tecido especifico

Grau de diferenciacac necessidades realizagoes

ancoragerm para filtros e biomatrizes
otimizar a diferenciagdo  porosas

ECM atimizada recobrimento com

proteinas da ECM

transporte de
celula e tecido

manipulagio
adequada para
carreamento de
tecido

eliminagio de perfusio da
metabdlitos e cultura
manutengio de

fatores paracraine

a niveis constantes

fatores de

crescimento
e diferenciagao

proliferagio versus
inibigdo de cantato

cultura a longo
prazo

Aditivos ligantes para
matriz artificial

controlando o stress
rmitatico em meio
sarico livre

otimizando eletrdlitos ern
rmeio de células humanas

FONTE: MINUTH et al., 1998.

HOLY et al. (1999) observaram, em seus resultados relacionados com a densidade de
semeadura de células e periodo de cultura em matriz de PLGA, a superioridade da
densidade de semeadura da ordem de 60x10° cellcm® e tempo de diferenciacéo
o0timo em 14 dias, sendo que a mineralizacdo acontece apds terceira semana de
cultivo. O mesmo resultad foi obtido com LAURENCIN et al. (1996) com relagdo ao
tempo de diferenciacdo de células 6sseas em matriz de PLGA/HA. Quando se leva em
consideracgdo a proliferacdo celular cultivada na matriz polimérica de varios materiais,

a melhor taxa de crescimento foi observada nas duas primeiras horas apos a
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semeadura, acompanhada da melhor densidade de semeadura que corresponde a
1x10° cells/ml.(NIEDMANN-AL-AHMAD et al. (2002).

Durante a resposta inflamatoria do tecido ao material implantado, leucdcitos migram
do sangue para o tecido, e macréfagos se tornam ativamente envolvidos na
manutencdo da resposta da inflamacao crénica. O macréfago tem papel central na
interacdo com o material implantado e com outras células. Eles estdo envolvidos na
adesao, ativacdo e secre¢do dentro do sitio ativo de implante. Uma vez ativados, eles
secretam substancias pro-inflamatérias, citocinas, interleucina 1a, interleucina 1,
interleucina 8 e fator de necrose de tumor a (TNF-a). Entretanto,
mondcitos/macréfagos recrutados, células T e células B secretam moléculas
antiinflamatdrias, incluindo IL-10 que, no ciclo, inibe a sintese de 1L-1B, 1L-8 e TNF-1
limitando a extensdo e duracdo da resposta inflamatéria. No trabalho GRETZER et al.
(2003), foi concluido que o PU induziu significativamente baixo niumero de apoptose e
mondcitos necréticos em cultura sem estimulo exégeno, comparando com outros
materiais Ti, e PS. Esse mecanismo necessita, ainda, de estudos mais avancados
direcionados as células progenitoras. Uma avaliacdo interessante que para ser
especulada é se os diferentes precursores sdo recrutados quando em contato com
varios tipos de materiais para a bioengenharia. Na FIG. 3.21 estid sumarizada a
expressdo das proteinas que define sucessivos estagios de proliferagdo e
diferenciacdo de osteoblastos. No estagio de diferenciacdo maxima, apresenta-se uma
diversidade de expresséo fenotipica. Observa-se a producdo de osteopontina, BrdU,
BSP na fase inicial de proliferagdo. Na fase seguinte, aparece um aumento de ALP.
No estagio pos-proliferativo, o BrdU decresce, o nivel de osteopontina vai baixando
principalmente quando a via se dirige para a apoptose.
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FIG. 3.21 - Sumério esquematizado da relagdo entre proteinas de expressdo e
diversidade de fendétipos expressos
FONTE: BONE ENGINEERING, 2000.

Em estudos in vitro as BMPs e seus trés subgrupos, BMP, ou 4, BMP_;, BMP_;, tém
demonstrado que estas citocinas induzem a diferenciagdo de células mesenquimais
em vérias linhagens de células (cartilagem, 0sso, tecido adiposo). Células de calvaria
de rato mostraram resposta aumentada para osteogénese quando BMPs sao
adicionadas na cultura. Interessante citar que membros da superfamilia das TGFBs
séo achados em alta concentracdo em osso como as BMPs que séo produzidas pelos
osteoblastos. Geralmente as TGF-Bs estimulam a expressdo de proteinas da matriz
por células osteoblasticas enquanto as BMPs ndo o fazem. O efeito anabdlico das
TGFBs é aumentado pela supressdo da atividade degradativa da matriz através da
inibicdo da metaloproteinase (MMP). Através da expressdo transgénica de ratos,
constatou-se o controle da TGF-B, pelo promoter da osteocalcina. Os mdultiplos
membros da superfamilia das TGFBs estdo envolvidos no controle da
esqueletogénese e homeostase 6ssea (ENGINEERING, 2000).

A formacdo de osso sobre implantes segue os mesmos processos de diferenciagédo
que ocorrem na formacéo de osso normal (FIG. 3.22). Forma-se sobre a superficie do
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implante a mesma camada de cimento observada no processo normal. ApGs esta
etapa, acontece a maturacdo e mineralizacdo da matriz extracelular entremeando a
matriz porosa do material. Outras proteinas, incluindo proteoglicanos, acido
glicolisilatico, fibrilas de colageno, cristais minerais e proteinas ndo colagenas como
ostepontina e sialoproteina s8o essenciais para a mineralizagdo dos tecidos. A
osteocalcina, que representa menos de 15% das proteinas ndo colagenas, esta
envolvida no mecanismo de remodelamento 6sseo. Ela € dependente da vitamina K,
como sua antagonista. H& indicacdo de que a osteocalcina estd envolvida na
regulagcdo da maturagdo mineral. Entretanto, a regulacdo da expressdo génica da
OCN pelos horménios osteotrépicos, como a vitamina D3 e PTH, juntamente com a
habilidade do segmento terminal carboxila, age na quimioatracdo para precursores de
osteoblastos, sugerindo sua influéncia na reabsorgdo 6ssea.

osteocalcina
osteopontina
staloproteina dssea ostedcito
, osteopontina
colageno psteoblastos
| ’ linhagem de célula
fosfatase alcalina / :

- ~

osteopotiting
preosteoblastos

camada |
i

celmento

FIG. 3.22 - Formacao éssea sobre a superficie do implante
FONTE: BONE ENGINEERING, 2000.

Na FIG. 3.22, pode-se observar o papel importante da osteopontina. Ela esti
associada na primeira fase de deposicdo inicial da camada de cimento.
Subseqlientemente, sua expressado é importante na formacao inicial da mineralizacgao,
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juntamente com a osteocalcina. Finalmente a OSP € um componente proeminente na
matriz organica formada na superficie dssea, beneficiando a linhagem de células e
lacunas de ostedcitos vizinhos (FIG. 3.23).
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FIG. 3.23 - Esquema da sequéncia dos fatores que induzem aglutinacéo de moléculas
na superficie do implante
FONTE: BONE ENGINEERING, 2000.
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3.6. VIABILIDADE

A cultura de células em matrizes sintéticas poliméricas deve ser avaliada em sua
compatibilidade para com o material. Algumas técnicas de ensaios possuem uma boa
sensibilidade para medir funcionalidade, estrutura das células dsseas, e citotoxicidade.
A reducdo do sal de tetrazolium (MTT) tem sido extensivamente usada para
demonstrar a capacidade de reducdo dos tecidos a proliferacdo quantitativa das
células e sua citotoxicidade. Ele tem sido usado como ensaio especifico para a
funcionalidade mitocondrial e proliferacdo celular. (BERRIDGE, 1993). O teste MTT,
desenvolvido por Mosmann, consiste em um ensaio colorimétrico baseado na
formacdo de um composto purpura em células com atividade metabdlica intacta
(FISCHER et al., 2003). Outros testes utilizados por pesquisadores incluem a atividade
da fosfatase alcalina, producéo de colageno e apoptose. Fosfatase alcalina € baseada
na clivagem do grupo fosfato pela fosfatase alcalina presente nas células. Esta reacao
produz prétons que reduzem NBT para um precipitado purpura. Este precipitado, apés
remocédo do sobrenadante e solubilizado, é incubado e, por fim, sofre medicao através
de densidade 6tica em 595nm. A producéo de colageno pelo osteoblasto é analisada
pelo ensaio de SIRCOL. Este método esta baseado na propriedade seletiva de ligacao
entre Syrius-rede e o tripeptideo (gly-x-y). Por fim, o colageno € solubilizado e medido
pela andlise de densidade Otica a 595nm, usando método comparativo entre
concentracdo conhecida de colageno tipo | e o célculo da amostra baseado em
regressao linear (VALERIO et al., 2004). A funcionalidade dos osteoblastos se traduz
no sucesso da resposta tecidual em contato com o biomaterial. A quantificacdo da
osteocalcina usando anticorpo monoclonal em cultura de célula é uma forma
adequada de verificar a inducdo de mineralizacdo prematura do tecido 0sseo
neoformado (WIEDMANN-AL-AHMAD et al., 2002). Para se obter visualizagbes do
tecido cultivado em laboratério, autores fazem uso da técnica de laser confocal de
varredura sobrepondo vantagens quando comparado a microscopia eletrdnica de
varredura. A estrutura e morfologia celular da amostra podem ser estudadas em varios
niveis de profundidade com razodveis detalhes. (ATTWIA et al., 1995). O grau de
degeneracao e morte celular se traduz em insucesso da resposta do tecido a interacao
com o biomaterial. Essa avaliacdo medida pelo teste da apoptose leva a
demonstracdo de faléncia de implante. E caracterizado pela deteccdo de fragmentos
de DNA clivados, pela Dnase ativada, por uma cascata de caspases. E uma técnica de
coloragdo chamada TUNEL que cora seletivamente e detecta apenas aquelas células
gue entraram em apoptose. Testes de avaliacdo de especificidade e afinidade para a
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etapa inicial da adesdo celular ao biomaterial sdo quantificadas pela técnica de
imunofluorescéncia de anticorpo monoclonal TGFB; e B; IMUNOBIOLOGIA, 2001).

3.7. ESTERILIZACAO

Usualmente a esterilizacdo de materiais aplicados a medicina é feita com sistema de
autoclavagem (alta pressdo) com secagem a quente. As técnicas mais comuns para
esterilizar matriz de coldgeno sdo o EO (6xido de etileno gasoso ou irradiacdo gama).
O estudo realizado por NOAH et al. (2002) mostrou o impacto do processo de
esterilizacdo sobre a matriz do colageno preparado para a engenharia de tecido. A
esterilizacdo com raios gama demonstrou ser mais simples e efetiva para esterilizar
materiais sem produzir substancias téxicas; entretanto, este processo quebra ligacbes
guimicas, diminuindo a resisténcia da matriz de colageno. Um trabalho de MASSON et
al. (1997), realizado com nanoparticulas de PCL esterilizadas com raios Gama (2,5 M
Rad), usando o cobre como fonte, provocou depolimerizacdo do PCL, deixando-o
guebradico, provavelmente provocado pela separagdo da fase cristalina. Revelou,
também, uma acentuada instabilidade em sua estrutura indicada pela rapida
degradacdo enzimatica, uma vez em contato com o tecido. Por outro lado, a
esterilizacdo com infiltracdo de EO manteve as propriedades mecéanicas e fisicas da
matriz, mas com alto risco de residuos toxicos. Esses residuos sofreram uma reducao
a niveis compativeis apds duas a trés semanas de aeracao. (STAVRIDI et al., 2003 e
RHAMAKRISHNA et al., 2001). Outro método citado por CHANDRA et al. (1998) € a
fotdlise por raios ultravioleta, mas esta técnica gera radical livre e/ou ions que,
frequentemente, se direcionam para romper ligacbes, favorecendo a oxidagéo.
Trabalhos realizados por CIAPETTI et al. (2003), KENAR et al. (2006) demonstraram
a eficiéncia da esterilizagdo em etanol 70% por 12 horas e lavagens multiplas em PBS
esteril.
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4. MATERIAIS

4.1. MATERIAL PESQUISADO

Para a sintese dos polimeros biodegradaveis utilizados neste experimento foram
usados:

a) PCL 1250 (Polysciences);

b) PCL 2000 (Polysciences);

c) Closite 30B (Southerw Clay Products);

d) IPDI (isoforona diisocianato) (Bayer);

e) Dibutil dilaurato de estanho (Liocat 118, Miracema Nuodex) - catalisador;

f) Sulfato de condroitina A. Sal de sédio de traquéia de boi (Sigma - Aldrich);

g) GRGDS (Sigma - Aldrich);

h) PBS;

i) HCL 1 N (Labsynth - Prod., SP);

j) Etileno diamina (VETEC Quimica, RJ. Br.);

k) ISO Propanol (Labsynth Prod., SP);

) WSC (Sigma Aldrich);

m) Agua deionizada;

n) Purga;

0) Ny

p) N dibutilamina;

g) Metanol (Labsynth, Prod. SP);

r) Azul de bromofenol;

s) Vidraria.



Tabela IV.1 - Estrutura quimica dos reagentes utili

polimero
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zada na preparagdo do pré-

PCL 1250

policaprolactona diol

Aspecto:

Massa molar tedrica: 1250g
/mol

Fornecedor: Polyscience.

PCL 2000

policaprolactona diol

Aspecto:

Massa molar tedrica: 2000g
/mol

Fornecedor: Polyscience.

0 0
0 N o)
H< V\/\)go OM H
n n

IPDI
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4.2. OUTROS MATERIAIS E REAGENTES PARA ENSAIOS IN VITRO

Sao eles:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

ratos neonatos (Wistar. C. Bioterismo, 1 CB, UFMG);

material cirdrgico;

frascos e placas de cultura celular;

pipetas de vidro;

pipetadores automaticos;

ponteiras descartaveis de 10, 200 e 1000pl;

tubos Falcon de 15 e 50ml;

tubos ependorfs de 500, 1500, 2000yl;

anestésico;

antibiotico e antimicaético;

Kit para evidenciacdo de fosfatase alcalina GIBCO (BRL, NY, USA);
Especfotdbmetro ELx 800 universal < Microplate Reader - Bio - Tek
instruments, Inc. USA;

SDS - (American Bioanalytical, Matick, USA);

Kit para evidenciacdo de coldgeno SIRCOL (Biocolor, Newtonabbey, NI);
Kit para ensaio de MTT (Chemicon, Temecula, USA);

tampdo fosfato em varias concentragées;

tripsina/EDTA,

colagenase;

meio de cultura RPMI (Sigma, ST. Louis, USA);

soro Fetal Bovino (FBS) (Gibco BRL, NY, USA).

4.3. MATERIAL PARA ENSAIO IN VIVO

Foram utilizados:

a)
b)
c)

d)

camundongos (Swiss, 8 semanas, C. Bioterismo ICB, UFMG);

material cirargico estéril;

reagentes para fixacdo e preparacdo do material para microscopia técnica
hematoxilina /cosina;

fotos realizadas com microcamera JVC TK C720V;

captura de fotos microscopio Axiolab/CARL Z/ESS
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5. METODOLOGIA

5.1. SINTESE DE POLIURETANO

O poliuretano foi sintetizado a partir da fusdo dos polidis poli (¢ - caprolactona) de
pesos moleculares 1250 (50% > 30,23 gramas) e 2000 (50% > 48,33 gramas) em
baldo a temperatura de 70°C. Em presenca de N, e agitagdo constante, acrescentou-
se o IPDI (21,44 gramas) e solucdo catalisadora a 10% (0,2 catalisador para 1,8 de
acetona) (GUELCHER et al., 2005).

Apbs a homogeneizacdo da mistura, dispersou-se lentamente o MMT, mantendo a
agitacao por 2 (duas) horas a temperatura constante.

Completado o tempo protocolar, foi feita a dosagem de NCO pelo método da N-
dibutilamina.

PCL - 1250 — 30,23 — eg. 625 = m = 0,048368
€q

PCL - 2000 — 48,33 — eg. 1000 = m = 0,04833
€q

1PDI — 21,44 —» eq = 111,1 = 0,1929792

n° eq de OH PCL 1250 + PCL 2000 = 0,096698
n° eq n° eq

n°eq de NCO =0,1929792 — NCO= 1,99
OH

Célculo do NCO tedrico = n° eq de NCO - n° eq do total OH = 0,0962812

% de NCO teodrico = n° eq excessos x eqg NCO x 100 = 0,0962812 x 42 x 100 = 4,04
m 100g

O procedimento consiste em misturar 50ml de N-dibutilamina com 10 gramas da
amostra do material. Agitar e aquecer até o inicio da ebulicdo. Esfriar e adicionar
100ml de metanol. Titular com HCI 1 N.
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Peso da amostra 9,78 gramas

% NCO = (47 - 37,3) x 1,0005 x 4,202
9,78

% NCO =4,16

% NCO = (V. branco -V amostra) X f x 4,202
peso da amostra

. f =fator do HCI 1 IN (especificado no frasco do reagente)

Com o resultado de 4,16, préximo do % NCO tedrico, calcula-se a quantidade de H,O
para adicionar ao polimero com o objetivo de formar espuma através da reagdo de
desprendimento de CO,

H,O = Peso do PU x % NCO x eq H,O
eq NCO x 100

H,O =80 x 4,16 x 18 = 1,42 gramas H,O
42 x 100

A mistura da 4gua ao material provoca reacdo imediata de liberacdo de gés originando
uma matriz porosa. O material entdo € vazado em moldes previamente definidos e
mantido em estufa por 24 horas a 70°C - 80°C de temperatura (FIG. 5.24) (AYRES,
2002 e SPAANS et al., 2000).

Diisocianato Poliol
OCN—R—NCO HO—R;—OH ——>

)J\o R,— )KNH—R—NCO

OCN—R—NH

)J\o R,— )KNH—R—NCO + H0

OCN—R—NH

O

FIG. 5.1 -.Estrutura do poliuretano e seus intermediarios
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5.2. IMOBILIZACAO DO GRGDS E SC

A matriz porosa foi cortada em formato de cubos com arestas de 3 mm a 5 mm
aproximadamente, com o devido cuidado de retirar as superficies que fizeram contato
com o molde e com o ar.

A primeira etapa foi a limpeza do material em etanol e agua deionizada na proporgéo
de 1/1 por 2 (duas) horas. O objetivo deste procedimento é a remogdo de impurezas
produzidas pelo corte e gorduras impregnadas durante a manipulacdo (YABIN ZHU et
al., 2002).

Segundo o protocolo, para se obter uma ligacdo forte entre o peptideo/sc e a
superficie do polimero € necesséria induzir um condicionamento da carbonila com
subsequente imobilizagdo das biomacromoléculas através da amindlise (YABIN ZHU
et al., 2002).

A ativacdo das ligagbes foi realizada através da imersdo das amostras em uma
solucédo de etilenodiamina (4 gramas para 100ml em isopropanol) por 10 minutos a
37°C sob agitacdo leve. Em seguida, lavou-se com agua deionizada por 24 horas
(ORBORNE et al., 1999).

A segunda etapa foi a obtencdo de uma ligacdo intermediaria entre uma amina
disponivel na superficie do material por uma extremidade e o peptideo /sc por outra.

Produziu-se uma solugéo de 0,1g de WSC em 100ml de 4gua deionizada com o pH
ajustado entre 4-5.

Acrescentou-se HCI 1 N para equilibrar o pH da solucdo. Fez-se a imersdo das
amostras por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacéo leve. Lavou-se varias vezes
com agua deionizada.

A terceira e ultima etapa foi a exposi¢éo de todo o complexo em uma solucao de 0,001
M de GRGDS em PBS por 2 (duas) horas a temperatura ambiente sob agitacéo leve
(YANG et al., 2005). Lavou-se com PBS por 15 minutos e, logo depois, em HCL 1 N

por mais 15 minutos. Foi usado 0 mesmo procedimento para propiciar a ligagdo com
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SC, inclusive a mesma concentracdo de 0,001 M de SC (YOON et al., 2004 e DENG
et al., 2005).
Concentragtes: 4,58mg SC para 70ml PBS e 4,90mg de GRGDS.

5.3. ADSORCAO DO GRGDS /SC

O mesmo material preparado para a imobilizagdo de GRGDS/SC foi usado para sofrer
uma adsorcdo superficial com ligacOes fracas nas mesmas solucdes, sem contudo,
sofrer qualquer tipo de tratamento quimico especifico. Foram imersos nas solucdes
GRGDS/SC em concentracdes 0,001 M por 24 horas na geladeira.

Neste estagio do experimento, as amostras foram assim distribuidas:
1 amostra de PU/MMT com SC adsorvido;

1 amostra de PU/MMT com GRGDS adsorvido;

1 amostra de PU/MMT com SC imobilizado;

1 amostra de PU/MMT com GRGDS imobilizado.

5.4. ESTERILIZACAO

Foram usados 4 (quatro) tipos diferentes de esterilizagdo para este material, assim
classificados:

a) amostra de PU/MMT sem tratamento, foi esterilizada com raios Gama na
medida de 12.000 rad. (CDTN - CNEN, Gama Cell - fonte Co 60);

b) amostra de PU/MMT sem tratamento foi esterilizada em autoclave por 30
minutos a 121°C;

c) amostra de PU/MMT com SC adsorvido foi esterilizada pelo método do
etanol 70%;

d) amostra de PU/MMT com SC adsorvido foi esterilizada pelo método de
6xido de etileno;

e) amostra de PU/MMT com GRGDS adsorvido foi esterilizada com etanol
70%;
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f) amostra de PU/MMT com GRGDS adsorvido foi esterilizada com 6xido de
etileno;

g) amostra de PU/MMT com SC imobilizado foi esterilizada com etanol 70%;

h) amostra de PU/MMT com GRGDS imobilizado foi esterilizada com 6xido de
etileno.

A esterilizacdo pelo método do etanol consiste em imersédo da matriz porosa em uma
solucéo de etanol /agua deionizada na proporgéo 70 /30 por 24 horas e subsequente
lavagem exaustiva com PBS e filtro estéreis dentro do fluxo laminar, tendo o cuidado
de manté-las em PBS e bem vedadas até o momento do plaqueamento em células
(CIAPETTI et al., 2003).

A técnica de esterilizagdo com 6xido de etileno foi realizado pelo Hospital Vera Cruz de
Belo Horizonte.

A esterilizacdo com raios Gama foi obtida junto ao departamento CDTN - CNEN com
aparelhagem Gama Cell - fonte C, 60.

5.5. CARACTERIZACAO DA MATRIZ DE PU

5.5.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise através da MEV foi utilizada para a observagdo da interconectividade e
tamanho dos poros da matriz: a marca do equipamento utilizado foi Jeol, modelo JSM
- 6360 LV.

5.5.2. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Foi realizada analise das amostras por meio de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourrier (FTIR) com método de reflexdo total atenuada (ATR). O

espectdbmetro usado foi o Paragon 1000, da Perkin Elmer, cobrindo a faixa de 650 a
4000cm™.
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5.6. CULTIVO DE OSTEOBLASTO

5.6.1. Isolamento e cultura

A captacao de células osteoblésticas para a cultura e plaqueamento seguiu o protocolo

utilizado pelo laboratério de imunologia e biologia celular da UFMG, caracterizado

pelas seguintes etapas:

a)

b)

c)

d)

f)

9)

sacrificar 6 ratos neonatos (3 a 5 dias) e expor a calvaria, apés feito o
escalpo; limpar os ossos parietais e todos os tecidos aderidos e dissecar;
dentro do fluxo - colocar os ossos dissecados dentro dos tubos Falcon
(15ml) contendo, aproximadamente, 10ml em cada um de PBS estéril a
temperatura ambiente. Picotar levemente as bordas dos fragmentos na
placa de Petri;

mergulhar os ossos em solugdo 1% de tripsina /0,5% EDTA em Ducks
salina por 15 minutos a 37°C na estufa fechada;

descartar a tripsina e colocar na colagenase 0,2% por 20 minutos a 37°C;
descartar a colagenase e células do passo anterior e repetir o procedimento
com a colagenase (20minutos a 37°C);

transferir as amostras para outro banho de colagenase (20 minutos , /37°C)
e guardar as células do segundo banho;

centrifugar as células do segundo banho por 5 (cinco) minutos a 800 rpm.
Descartar o sobrenadante e ressuspender em um meio preparado (5ml) e
transferir para a placa de cultura. Incubar em CO, por algumas horas e
depois aspirar e adicionar o meio de cultura cuidadosamente (5ml de meio)
para eliminar células ndo aderidas. Recolocar o meio (5ml);

transferir as amostras para o quarto banho (20 min.) a 37°C e guardar as
células do terceiro banho;

repetir a etapa g para as células do terceiro banho;

repetir a etapa g para as células do quarto banho.

Manter as garrafas com células plaqueadas em meio em uma estufa para cultura a

37°C, 5% CO, e atmosfera 95% de ar. O crescimento serd aguardado até a

confluéncia para que possam ser repicadas.
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Meio de cultura RPMI

- 1 frasco de RPMI

- 10ml de antibiotico e antimicético em 1/100 (PSA)
- 1,5ml de gentamicina (200 micromolares)

- 26,7ml de bicabornato 7,5%

5.6.2. Repicagem, contagem e plagueamento

As células indicadas para cultivo "in vitro" sdo as originadas do crescimento da
primeira confluéncia, isto €, células da passagem 2 (P,). A repicagem,
conseqlientemente, aumenta também o n° de células disponiveis para o experimento.
Seguindo os passos do protocolo de repicagem:
a) lavagem com PBS de 2 caixas de cultura (T,s) confluentes de cultura de
osteoblastos > 5ml por caixa (duas vezes);
b) colocar 1ml de tripsina em cada caixa, agitar e controlar visualmente ao
microscopio o destacamento das células da caixa;
c) acrescentar 9ml de meio de cultura e ressuspender vérias vezes;
d) aspirar 5ml e colocar em outra caixa de cultura;
e) incubar.

Apbs a confluéncia das células nesta etapa, faz-se o plaqueamento e semeadura em
pocos de cultura (24 pogos) com o material com a densidade de 5x10* cel /uL
contados em hemocitdmetro.

As unidades individuais de polimero foram manipuladas dentro do fluxo e inseridas
dentro de cada po¢o com meio de cultura.

A placa de cultura foi previamente incubada por 1 (uma) hora para que as células em
suspensao entrassem no processo de adesdo na placa.

Foram plaqueados 3 (trés) pocos de controle e triplicatas de 3 (trés) pocos. Foi feita a
leitura apds a incubacéo por 72 horas a 37°C, 5% de CO..
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Os cubos de, aproximadamente, 2 a 3 mm de amostra de matriz de poliuretano com

5% de argila Closite 30B foram esterilizados com raios Gama a 12000 rad. e inseridos

previamente em meio de cultura.

5.6.3. Ensaio in vivo

As amostras de PU foram implantadas em camundongos em triplicata com as

seguintes consideracdes:

a)

b)

d)

cada tipo de amostra foi implantado subcutaneamente no dorso de
camundongos fémeas através de anestesia e cirurgia com posterior sutura;

apos 10 dias, cada camundongo com um tipo de amostra foi sacrificado por
deslocamento cervical e foi retirada cada peca de PU com reabertura
cirurgica e fixada em formalina. Foram feitas duas laminas com 5 cortes de
cada material e corada com a técnica para HE (hematoxilina eosina);

apos 14 dias, foi feito o mesmo procedimento com mais 10 amostras,
sendo estas fixadas em glutaraldeido 2,5%, para tratamento posterior com
tetroxido de 6smio com finalidade de visualizacdo em MEV; (SANTIAGO et
al., 2006).

apos 29 dias foram retiradas as ultimas 10 amostras e processadas para
laminas histologicas (HE).

5.6.4. Ensaio de MTT

O ensaio de MTT (placa de 24 pocgos) para o cultivo "in vitro" de osteoblasto seguiu o

seguinte protocolo:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

aspirar todo o meio;

colocar 210pL de MTT (5mg /mL);

incubar a placa 2 (duas) horas em estufa a 37°C, 5% COy;
observar no microscépio a formacgéao de cristais;

colocar 210pL de 10%SDS-HCI;

incubar a placa overnight em estufa a 37°C, 5%CO;;
retirar 100pL de cada poco e ler a 595nm,;

branco: 170pL de meio + 170 MTT.
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Solucdes
a) MTT estéril: 5mg /mL em PBS, filtrar com membrana 0,22 e manter a 4°C,
No escuro;
b) SDS 10%-HCl: 10g de SDS em 100mL de &gua + 333uL de HCI
concentrado (colocar 100pL de HCI concentrado para cada 30mL de
solucdo. Manter a temperatura ambiente e colocar timerosal para evitar a
contaminacgé&o.

5.6.5. Ensaio de fosfatase alcalina

A leitura de fosfatase alcalina (placa de 24 pocos) foi feita nas células.
F.A. célula:

a) aspirar todo o meio e reservar em um eppendorf;

b) lavar a placa 2X com PBS 0,15M estéril;

c) colocar 200uL da solugéo de BCIP /NBT;

d) incubar a placa 2 (duas) horas em estufa a 37°C, 5%CO,.

e) observar no microscépio;

f) colocar 200pL de SDS - 10%HCI;

g) incubar a placa overnight em estufa a 37°C, 5%CO,.

h) retirar 100uL de cada pocgo e ler a 595nm;

i) branco: 100uL NBT /BCIP + 105uL SDS.

Solucdes
a) solucdo de BCIP /NBT - 4,4uL NBT + 3.3uL BCIP + 1mL de tampéo da
fosfatase alcalina; preparar na hora;

b) SDS 10%-HCI - idem MTT,

c)Tampéo da fosfatase alcalina (100mM MgCl,, pH 9.5):
Tris-HCI (MW 157.60) - 15.80 g
NaCl (MW 58.44) 5.809g
MgCl, (MW 203.31) 1.02g
Agua destilada 900 ml
Ajustar o pH para 9,5 e completar o volume para 1l. Estocar a temperatura ambiente.
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5.6.6. Ensaio de colageno

A dosagem de coldgeno foi medida somente no sobrenadante de acordo com o

protocolo:

Dosagem de colageno (placa de 24 po¢os)

No sobrenadante celular

Tubos eppendorf 1,5ml

a)

b)

c)

d)

e)
f)
9)
h)

Solugdes
a)
b)

c)
d)

Padrdo - colocar nos tubos 25, 50, 75, 100mg de colageno em duplicata.
Ajustar o volume para 100pL com acido acético 0,5 M. Fazer duplicatas;
amostras - colocar de 10 a 100uL do sobrenadante celular e completar o
volume para 100uL com &cido acético 0,5 M;

adicionar 1ml de Sircol Red em cada tubo. Incubar por 30 minutos a 37°C
sob agitagéo;

centrifugar os tubos a 5000 rotagBes por minuto, por 5 minutos, para
compactar o precipitado no fundo do tubo;

descartar a solucdo corante do sobrenadante e secar bem o tubo;

adicionar 1 ml de NaOH 0,5M até solubilizar o pellet;

retirar 100puL e ler a 540nm;

branco da amostra: NaOH 0,5M.

HCI 0,01 N: 120uL de HCI + 100ml de H,0;

Sircol Red: dissolver 1mg /ml de Sircol Red em solu¢do aquosa saturada de
acido picrico;

NaOH 0,5M - 2g em 100ml de 4gua deionizada;

Acido acético 0,5M - 2,86ml de &cido acético glacial em 100ml de agua.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi usado o T-teste para andlise estatistica dos ensaios de MTT e colageno com
resultado de P< 0,05 (alta confiabilidade).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. MEV

As fotos feitas através da microscopia eletrdnica de varredura com aumentos de 25x,
50x e 1000x, FIGS. 6.1a 6.1b e 6.1c, mostram uma alta interconectividade entre poros

do nanocomposito, sendo este um pré-requisito para a proliferagédo celular de tecidos
(SUSAN et al.,1997).

FIGURA 6.1a - PU - DI 25x FIGURA 6.1b - PU -DI 50x

FIGURA 6.1c - PU - DI 1000x - Estrutura em MEV da matriz de poliuretano indicando
alta interconectividade e porosidade adequada para regeneracao de tecido.

O tamanho dos poros variou entre 184um a 327um, como mostrado na FIG. 6.1b. Os
achados demonstraram que o tamanho médio do poro suficiente para promover
adesao, infiltracéo e proliferacédo celular 6ssea € de, no minimo, 100um (SUSAN et al.,
1997).
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Com 21 dias de material implantado no dorso de camundongos, foi feita retirada e
preparacdo dos materiais para a microscopia eletrénica. Nas FIGS. 6.2, 6,3, 6.4 e 6.5
aparecem colbnias de células agregadas ao material ndo tratado quimicamente,
visualizando, também, revestimento superficial de fibras caracteristicas da matriz
extracelular. Esse fato sugere uma boa compatibilidade do material com tecido vivo.
Deve ser ressaltado que na FIG. 6.2 foi feita a imagem do corte no interior do PU, isto
€, encontra-se grande quantidade de células que migraram e proliferaram para o
interior dos poros da matriz polimérica, concluindo que esse material com estas
caracteristicas macroscopicas da sua estrutura, permite, além da compatibilidade,
migragao celular para dentro das estruturas porosas.

FIG. 6.2 - 100x - Poros com colonizacdo FIG. 6.3 - 200x - Rede de fibras e células
de células agregadas ao material

H1Be 1688 mm

'f

. -} '.I . “
FIGURA 6.4 - 100x - Fibras revestindo o FIG. 6.5 - 30x - Um apéndice do PU todo
material polimérico envolvido por células

Nas figuras 6.6, 6.7, 6.8 e 6.9 observam-se poros do PU tratado (submetido ao
tratamento quimico para imobilizacédo de peptideos GRGDS e SC) com presenga de
uma massa de tecido necrofico, sem presenca de estruturas celulares definidas.
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FIG. 6.6 - 2000x - Tecido necroético e FIG. 6.7 - 35x - Poros com tecido
hemécias necrético em amostras tratadas
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FIG. 6.8 - 35x - Poros com tecido FIG. 6.9 - 200x - Poro em escala
necrético em amostras tratadas aumentada com tecido degenerado em
seu interior

W

Amostras preparadas aos 21 dias de implantacéo

6.2. DIFRACAO DE RX

PATTANAYAK et al. (2005) e XIA CAO et al. (2004) demonstraram que pequenas
guantidades de particulas inorganicas dispersadas em PU (3-5 wt%) provaram ser
suficiente para um enorme ganho nas propriedades mecénicas do polimero. Além
desses resultados, a alteragédo da estrutura molecular do poliuretano com argila pode
ser observada no ensaio de DRX.

O difratograma do PU puro mostrou duas bandas (FIG. 6.10): a primeira em 26 = 20°
difusa, representando uma certa organizacdo da estrutura do polimero e a segunda
banda em 26 = 45° representando um segmento do polimero com arranjo cristalino de
espagcamento entre lamelas de 2,064 A°.
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Superpondo os resultados do difratograma do PU puro, argila (closite 30B) (FIG. 6.11)
e PU + argila, observam-se bandas de pequena intensidade caracteristicas da argila
pura. Observa-se, também, a modificagdo da principal banda (deslocamento para
valores mais baixos e reducdo da intensidade ) da argila 26 = +5° e da banda do PU
puro em 20° significando uma parcial desestruturacgéo, intercalacéo e esfoliagédo, onde

parte da argila permaneceu na forma original (FIG. 6.13).

Em uma ampliagéo na regido de 20 < 10°, o pico de difracdo relativo aos planos (001)
da argila pode ser observado com pouca intensidade assinalanda a presenca de parte

da argila com estrutura original (FIG. 6.13).

A interagdo entre argila e nanocompdésito possibilitou uma maior cristalizagdo do PU,
induzida pela presenca fisica da argila (FIGS. 6.10 e 6.12). Isto pode ser notado
através da presenca de picos mais definidos na DRX (FIG. 6.12).
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FIG. 6.10 - Estrutura molecular amorfa caracteristica do poliuretano
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Argila com bandas caracteristicas de sua estrutura cristalina
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FIG. 6.12 - Maior cristalizacao do polimero ap0s a incorporagdo do MMT
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6.3. ATR - FTIR

A figura 6.14 mostra os espectros de FTIR para poliuretanos biodegradaveis com e
sem a presenca de nanoparticulas de argila. Apresentam-se regifes de absorcdo
caracteristicas da policaprolactona e ligacdo uretana como: carbonila da ligacédo
uretana (1725cm™), amida (1640cm™) e ligag&o éter (1150cm™).

No PU sem argila aparece uma banda 1725 cm™ (carbonila do uretano) e 1640
(carbonila da uréia). No nanocompdsito, a altura da banda 1640cm™ em relacdo a da
banda 1725 cm™ é menor. Esta observacao foi atribuida ao maior nimero de ligacdes
uretano devido as hidroxilas presentes na argila. Nesse caso, um nimero menor de
grupo NCO ficaram disponiveis para formacao de ligacdes uréia (SCHOONOVER et
al. 2003 e HAUGEN et al., 2004).
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FIG. 6.14 - FTIR de PU com argila e sem argila com bandas diferenciadas
em 1725cm™, 1640cm™, 1150cm™ e 1040cm™

Os espectros de infravermelho confirmam ainda a incorporagéo da argila MMT, cuja
regido principal de absorcéo esta na faixa de 1040 cm™ (ligacdo Si- O) (ASIM P. et al.,

2005) (FIG. 6.15)
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FIG. 6.15 - FTIR. Ampliacdo da regi&o de ondas em 1150cm™ entre PU e PU+argila

Nos espectros da FIG. 6.16, comparando-se o PU com MMT sem o tratamento e PU
com MMT com tratamento para induzir ligacdes covalentes com o peptideo RGD,
observa-se um alargamento da banda em 1110 cm™ relacionado com o aumento de
ligacdes C-O (éter) (DONG et al., 2002), sugerindo algum tipo de mudanga molecular
processada no tratamento na matriz que resultaria em ligagcdes covalentes do peptideo
(HO et al., 2005) e/ou mesmos processos de degradacgédo oxidativa do polimero.

Na FIG. 6.17 pode ser observada a banda em 1150cm™ do PU + GRGDS com
esterilizacdo com raios gama que se apresenta com maior intensidade, sugerindo
maior quantidade de ligagbes C-O traduzidos como degradacéo do material através da
oxidacéo (HIRATA et al., 1995).

Por outro lado, o PU /MMT com tratamento para induzir ligagdes fortes com SC,
observou-se um alargamento da banda em 1150 cm™, sugerindo um aumento de
ligagcdes C-O em sua estrutura, como, também, um aumento da banda em altura em
1380cm™, significando maior quantidade de ligagdes CH (vibracéo) (FIG. 6.17) (FOOT
et al., 2005 e WANG et al., 2003).
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FIG. 6.18 - FTIR apresentando alargamento de banda em 1150 e 1380cm™

6.4. CULTURA IN VITRO
Os resultados dos ensaios em cultura "in vitro" de osteoblastos séo revelados a seguir:

O nanocompoésito sem nenhum tratamento superficial e esterilizado com raios Gama
promoveu proliferacdo e crescimento de osteoblastos, demonstrado assim através dos
ensaios de MTT, fosfatase alcalina celular e colageno (FIG. 6.19 e 6.20).

As fotos, obtidas através de microscopia Otica, mostradas nas figuras 6.21 e 6.22
demonstram a rica presenca de osteoblastos tanto junto ao material como no controle.

Todos os demais materiais que sofreram tratamento especifico para induzir ligacdes
com SC e GRGDS promoveram morte celular.Este resultado pode ser explicado pelas
caracteristicas estruturais das matrizes,onde alguns poros, possivelmente com pouca
interconectividade, retiveram em seu interior(apezar de exaustiva lixiviagao),quimicos
utilizados para tratamento de condicionamento de superficie.Uma vez em cultura, sdo

altamente toxicos para as células.
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FIG. 6.19 - Teste de viabilidade do PU em osteoblastos (P<0,05)

COLAGENO

200
1754 = COMTRCLE
Dl POLURE TAMO

130
125
g 100
75

=0

25

SITUACOES

FIG. 6.20 - Producéo de colageno pelo controle e PU sem diferencas significativas
(P<0,05)

Mesmo levando em consideracéo os diferentes tipos de esterilizacdo, podemos inferir
que, em alguma etapa do processamento, a modificacdo quimica superficial contribuiu
para o comprometimento da biocompatibilidade do material. Na FIG. 6.27 pode-se
observar a presenca de osteoblastos degenerados préximos a superficie de um

poliuretano tratado quimicamente.
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O ensaio MTT mostra a presenca de cristais de formazam secretados pelas células
osteoblasticas, significando a presenca de células vivas e funcionais, tanto na cultura
do controle (FIG. 6.24) como em PU com MMT (FIG. 6.23).

Depois da lise da membrana celular e solubilizacéo dos cristais foi feita a quantificagédo
em 595nm no espectrofotdbmetro. Na figura 6.19 pode ser observado um aumento
significativo de 44% na proliferagdo de célula em relacdo ao controle, sugerindo uma
boa viabilidade do material em contato com células do tecido ésseo (P<0,05).

Da mesma forma, observa-se nas figuras 6.25 e 6.26 a producgéo de fosfatase alcalina
secretada pelas células tanto no controle como no meio com o material. Essa enzima
esta envolvida na mineralizagdo do tecido 0sseo. A fosfatase alcalina presente na
membrana dos preosteoblastos e osteoblastos € comumente usada como um
marcador citoquimico, distingue osteoblasto do fibroblasto e, funcionalmente, atua
atraindo calcio livre circulante. Estudos demonstraram que a producdo de fosfatase
alcalina pelos osteoblastos, quando estes estdo em contato com diferentes
biomateriais, tem um comportamento alterado, dependendo da composicdo destes
biomateriais (VALERIO, 2005).

Podemos deduzir que as células em contato com o biomaterial estdo cumprindo a
funcéo de mineralizar o tecido circundante, através da secrecao pelos osteoblastos de
fosfatase alcalina.

A cultura nos materiais tratados, por sua vez, responderam negativamente ao ensaio
de fosfatase, uma vez que as células ja estavam degeneradas (FIG. 6.28).

O colageno é a principal proteina de matriz secretada pelos osteoblastos e um
importante marcador da atividade osteogénica. E viavel avaliar a interacdo entre tecido
0sseo e biomateriais com diferentes caracteristicas, pela quantificacdo da sintese do
coldgeno pelos osteoblastos, que podem ser estimulados ou inibidos por substancias
liberadas pelos biomateriais no meio.
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FIG. 6.21 - Osteoblastos em presenca do
biomaterial

FIG. 6.23 - Ensaio de MTT em cultivo do FIG. 6.24 - Ensaio de MTT da cultura do
biomaterial controle

FIG. 6.25 - Ensaio de FA do biomaterial FIG. 6.26 - Ensaio de FA do controlel
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FIG. 6.27 - Osteoblastos degenerados FIG. 6.28 - Ensaio de FA em osteoblastos
sobre o material degenerados

Na fig. 6.20 observa-se uma producéo de coldgeno semelhante entre producdo de
coldgeno do osteoblasto do controle (175ug) e do meio com biomaterial (155ug). Esse
ensaio demonstra que o biomaterial testado € funcional, pois induz secre¢do de

coladgeno, principal fibra constituinte da matriz extracelular.

6.5 ENSAIO IN VIVO

As amostras dos materiais que foram implantados subcutaneamente, foram retiradas e
analisadas histologicamente com 14 dias e com 29 dias. Com 21 dias, as amostras
foram retiradas e preparadas para o MEV.

Nas laminas processadas com 14 dias pode ser observado nas figuras 6.29. 6.30 e
6.31 referentes ao nanocompdésito sem tratamento e esterilizado com raio Gama,
formacdo de um tecido onde estdo presentes, linfécitos, fibroblastos, endotélio e
formacdo angiogénica com hemécias, sugerindo uma boa biocompatibilidade do
material. Nos demais materiais implantados (FIG. 6.32) observa-se tecido necrético e
hemorragico com debris celulares, sugerindo uma alta citotoxicidade por parte dos
materiais tratados quimicamente. Aos 29 dias de observacdo do material implantado,
foram feitos cortes histolégicos onde confirmam os primeiros resultados em que o PU
ndo tratado apresentou tecido organizado e crescimento angiogénico acentuado como,
também, os materiais que sofreram processo de tratamento quimico apresentaram
tecido necrotico (FIGS. 6.33, 6.34, 6.35 e 6.36).
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As técnicas de detec¢do usadas neste trabalho ndo forneceram dados referentes a
posicdo de ligagdo tridimensional (exposi¢cdo de sitio ativo) das macromoléculas
incorporadas ao material.

FIG. 6.30 - Tecido com grande processo
(10x) de vaso angiogénese e hemacias (40x)

! ; bk g B oyl Sy

: ﬁ, : i (ke frs.) bk p /et R RS
FIG. 6.31 - Teci FIG. 6.32 - Tecido necrético sobre o
e hemécias (20x) material tratado quimicamente - 20x

Cortes histologicos realizados aos 14 dias de implantagéo
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Cortes histologicos realizados aos 29 dias de implantagéo

Nos cortes histolégicos feitos com 14 dias apareceram um infiltrado inflamatério

crébnico moderado, traduzido como reag¢do promovida pelo implante de um material

estranho. Contudo, ndo houve formacdo de encapsulamento ou fibrose. Por outro

lado, os cortes realizados com 29 dias demonstraram uma reducdo acentuada na

reacdo de infiltrado crénico e grande aumento do processo angiogénico.
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7. CONCLUSAO

O procedimento de sintese usado resultou bem sucedidamente na producdo de uma
matriz porosa de poliuretano, assim demonstrado pelo FTIR.

A argila organofilica MMT, incorporada ao PU, sofreu esfoliagdo parcial e promoveu
uma mais intensa cristalizacdo do polimero que pbéde ser observada pela difragdo de
raios X.

O processamento de sintese do nanocompdsito propiciou adequada interconectividade
dos poros da matriz, como demonstrou o MEV, assim como, também, o tamanho dos
poros se mostrou com medidas coerentes com 0s requisitos para proliferacéo celular.

Os procedimentos quimicos para incorporagédo das macrocmoléculas no PU sugeriram
modificagbes no PU, traduzidas pelo aumento e alargamento de bandas
caracteristicas em FTIR.

O procedimento quimico usado para imobilizacdo de macromoléculas gerou amostras
com grau elevado de toxicidade, causando necrose "in vitro" e "in vivo", demonstrada
pelos ensaios de viabilidade.

O nanocompoésito sem tratamento superficial demonstrou ser biocompativel tanto "in
vitro" como "in vivo" através dos ensaios de MTT. F.A., colageno e cortes histologicos.
O material demonstrou que a proliferagcéo celular em cultura foi 44% maior que o grupo
controle e a secrecédo de fosfatase alcalina celular semelhante ao mesmo.

A microscopia eletrénica de varredura mostrou uma ampla colonizacdo de células
(fibroblastos), plaquetas e fibras da matriz extracelular sobre a superficie externa do
PU, como, também, a migragdo dessas células para o interior da matriz apresentando

conexao entre as matrizes extracelulares.

O nanocompésito biodegradavel sintetizado a partir do PCL com incorporacdo de
argila esfoliada demonstrou ser um material viavel para utilizagdo em engenharia de
tecido.
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