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“... € 0 mago, através das visdes proporcionadas pelos
falcbes, conduzia sua tribo no deserto, com todas as
regalias de um lider.

Mas sabia que as aves nao ficariam ali para sempre.

Eis o dilema: como conduzir a aldeia sem as visdes?
Mentir para si mesmo e para 0s outros ou perder a inércia
dos beneficios e acompanhar os falcbes para seguir o

seu real destino?”

Guiados por Deus, escolhemos nosso proprio destino.
E necessario ter discernimento, sensibilidade e ao

mesmo tempo ousadia para seguir o melhor caminho.
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TERMINOLOGIAS E DEFINICOES

Bioceramica: ceramica para uso biolégico.

Ceramicas: Materiais compostos so6lidos formados pela aplicagdo de calor, algumas
vezes calor e presséo, constituidos por ao menos um metal (M) e um solido elementar
nao-metalico (SENM) ou um néo-metal (NM), dois SENM, ou um SENM e NM
(BARSOUM, 1997).

Compositos: associacdo de materiais para uma finalidade comum, buscando
otimizacao de propriedades.

Bioatividade: capacidade do material de induzir a deposicdo de cristais de apatita
sobre sua superficie.

Bioativo: refere-se a um material que induz uma resposta biologica especifica, sendo o
oposto de bioinerte (WILLIAMS, 1987).

BMP (Bone Morphogenetic Protein — Proteina Ossea Morfogenética): nome genérico
para proteinas osteoindutivas extraidas da matriz 6ssea por agentes como a 4M-
guanidina hidrocloridrica, sendo capaz de induzir neoformacéo 6ssea (URIST, 1990).

Heterotdpico: refere-se a implantacdo de um enxerto em um sitio anatomicamente
inapropriado. Sinénimo de ectdpico.

Ortotropico: refere-se a implantagdo de um enxerto em um sitio anatomicamente
apropriado.

Osteoconducéo: processo no qual € provido um arcabougo micro e macroscopico para
possibilitar a migracdo de elementos celulares envolvidos na formacdo 6ssea (p.e.
células mesenquimais, osteoblastos, osteoclastos e vasculatura) (FITCH et al., 1997).

Osteoinducgdo: processo de recrutamento de células mesenquimais circundantes que
diferenciardo em células formadoras de cartilagem e 0sso, sob a influéncia de BMPs
(URIST, 1980; STEVENSON, 1999), onde a bioacdo envolvida € a osteogénese
(RIPAMONTI, 1996).

Osteogénese: em um senso comum, osteogénese refere-se a formacado 4ssea sem a
indicagdo de origem celular, ou seja, o 0sso neoformado pode se originar de células

18



vivas do enxerto ou de células derivadas do hospedeiro (STEVENSON, 1999). Uma
definicdo mais estrita e mais comumente utilizada para osteogénese refere-se a
formacdo 6ssea pelo transplante de células vitais (MULLIKEN et al., 1984; FITCH et
al., 1997).

Polimeros: longas cadeias de moléculas que consistem em um nimero de pequenas
unidades repetidas (RATNER et al, 1996).
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ASTM:
BC:
BMP:
CDTN:
FDA:
HA:

MEV:
MO:
NM:
OP:
PLA:

PLGA:
PRP:
SENM:
TCN:
TCP:
Tg:
MHW
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RESUMO

Bioceramicas de fosfato de célcio (BC) e polimeros biodegradaveis tém se mostrado
materiais interessantes para a engenharia de tecidos 0ssea. As bioceramicas de
fosfato de céalcio apresentam caracteristicas fisico-quimicas e arquitetdnicas
importantes que possibilitam respostas bioldégicas como osteocondutividade e
osteoindutividade intrinseca. Por outro lado, os polimeros biodegradaveis tém sido
utilizados como andaimes na engenharia de tecidos, principalmente pela cinética
previsivel de biodegradacdo e plasticidade. No entanto, a formacdo de compdsitos
parece otimizar a resposta bioldgica reparadora. Todavia, a tetraciclina apresenta
propriedades farmacolégicas e biol6gicas favoraveis para a reconstrugdo 6éssea, como
antibiético de amplo espectro, atividade anticolagenasica, inibicdo de reabsorcao de
0ss0, acdo antiinflamatdria e uma habilidade para promover a adsorcao de fibroblastos
e tecido conectivo em superficies radiculares. Os objetivos desse trabalho foram
avaliar a influéncia da associacdo de polimeros biodegradaveis em uma matriz
bioceramica, adicionando-se ou ndo tetraciclina, mediante: (1) graus de citotoxicidade
in vitro; (2) padrbes de resposta inflamatéria in vivo; (3) caracteristicas da superficie
dos biomateriais; e (4) padrées de degradacdo. Os compoésitos foram preparados
utilizando-se os polimeros biodegradaveis D,L Poli (Acido Latico-Glicolico) (PLGA)
50:50 ou D,L Poli (Acido Latico) (PLA) (Birminghan Polymers, Inc.) dispersos em uma
matriz da bioceramica Osteosynt® de granulometria 80x60 Mesh (Einco Biomaterial
Ltda.), na proporcdo 1:3 p/p respectivamente, adicionando-se ou nao cloridrato de
tetraciclina (Merck) 0,01% p/p para os testes in vitro e 0,1% p/p para o0s testes in vivo.
Os materiais foram conformados em pastilhas de aproximadamente 7mm de didmetro
sob press&o constante de 250 kg/m? por 5 minutos e esterilizados por 6xido de etileno.
Estabeleceram-se os grupos teste: PLGA:BC, PLGA:BC + TCN, PLA:BC, PLA:BC +
TCN e controle: BC, PLA, PLGA, tecido de animal apenas incisionado e tecido de
animal higido. Realizaram-se: (1) testes de citotoxicidade in vitro pelo contato direto
dos mesmos com células de camundongo (fibroblastos tumorigénicos L-929) (ASTM
F-813; ISO 10993-5) e testes de elui¢cdo a partir de extratos dos materiais (USP XXII;
ISO 10.993-5) assim como (2) resposta bioldgica in vivo através de analises macro e
microscopicas (MO e MEV) apos 1, 7, 13, 21, 28 e 56 dias de implantacdo dos

materiais nos camundongos machos Swiss (aprovado pelo Comité de Etica em
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Experimentagdo Animal da UFMG, parecer 014/04) (ISO 10993-6; MHW 1995). Os
resultados mostram baixa citotoxicidade in vitro dos compdsitos quando comparados
aos controles, sendo que o compdsito PLA:BC apresentou um indice resposta melhor
gque o PLA e a BC isoladamente. O compésito PLGA:BC apresentou baixa
citotoxicidade, semelhantemente ao PLGA e a BC. In vivo, a maioria dos compdsitos
e dos controles apresentou um infiltrado inflamatério de leve a moderado com
predominio de PMNs do 1° ao 7°, a partir do qual se observou a presenca de um
infiltrado inflamat6rio mononuclear. A resposta tecidual ao compésito PLGA:BC exibiu
um acumulo moderado de células inflamatdrias mononucleares por mais tempo. Em
todos os grupos, ao 21° dia, o padrédo de organizacao tecidual demonstrou-se préximo
da normalidade. A adicdo de tetraciclina influenciou favoravelmente a resposta
biolégica dos materiais, apresentando menor grau de inflamacdo. A adsorcdo de
células a partir do 1° dia de implantacéo, assim como angiogénese, foram verificadas
microscopicamente por MEV e MO, sendo que a angiogénese foi observada também
macroscopicamente. As superficies dos materiais implantados apresentaram uma
microestrutura semicristalina, com os granulos de BC recobertos por uma fase
continua e plastica de polimero em intimo contato com os mesmos. As pastilhas
sofreram erosdo, principalmente as formadas por PLGA, diminuindo a porcdo
superficial de polimero com aumento da exposi¢cédo das particulas de bioceramica, as
guais apresentaram-se com formato mais arredondado. A porosidade dos compdsitos
foi aumentando em relagdo ao tempo. Os materiais testados apresentaram
biocompatibilidade aceitavel, demonstrando baixos graus de citotoxicidade para os
testes in vitro e uma resposta inflamatéria aguda inicial in vivo, a qual diminuiu
progressivamente. Os resultados in vivo corroboram os in vitro, de forma que
possibilitam a continuacdo da avaliacdo da biocompatibilidade, como em sitios
ortotrépicos de outros modelos animais e humanos. As propriedades de modelagem
do compoésito sugerem o seu possivel uso como material para reposicdo éssea,

embora maiores testes sejam necessarios para a comprovagao desses usos.
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1 INTRODUCAO

Durante séculos, quando os tecidos ficavam doentes ou danificados, o
médico removia a parte afetada. Entretanto, a taxa de sobrevida humana raramente
excedia o decréscimo progressivo da qualidade dos tecidos. Dessa forma, a
necessidade de reposicdo das partes perdidas era pequena. Durante o ultimo século,
a descoberta dos anti-sépticos, da penicilina e de outros antibidticos, o tratamento
guimico da &gua, a melhora da higiene e as campanhas de vacinacao contribuiram
para o aumento da sobrevida humana nos paises desenvolvidos. A expectativa de
vida é agora na faixa de 80 anos ou mais. Esse aumento da sobrevida dos humanos,
no entanto, pode resultar gue-muitaspesseas-em decréscimo_da qualidade percam-a
de seus tecidos (HENCH, 1998b), o que pode implicar na necessidade de reparo ou

substituicdo desses.

Existem duas alternativas para a reposi¢cdo do tecido perdido: transplante e
implante._ (FIG-1)-—0s transplantes podem ser divididos em: (1) autdbgenos, onde o
tecido a ser enxertado € removido do préprio paciente; (2) aloenxerto, enxerto alégeno
ou homodlogo, onde o tecido transplantado é removido de um doador humano sem ser
0 paciente e (3) heterdlogo ou xendlogo, no qual o material enxertado é proveniente de
outra espécie. Os implantes seriam uma outra linha de acdo para a substituicdo de
tecidos e/ou 6rgaos, sendo obtidos em laboratdrios pelo desenvolvimento, modificagéo
ou sintese de materiais a serem interfaceados e/ou incorporados no organismo do
hospedeiro. Dessa forma, os implantes a partir de biomateriais, chamados de enxertos

aloplasticos, estariam associados a atividade celular do préprio individuo ou ainda

através de engenharia de tecidos. Esses materiais tém sofrido diversas modificacdes

com o tempo. Os implantes apresentam vantagens na sua utilizacdo, pois resultam em

facil disponibilidade, reprodutibilidade e biocompatibilidade. Por conseguinte, implantes
de materiais bioativos regeneradores associados a engenharia de tecidos
correspondem a tendéncia futura para o desenvolvimento dos biomateriais como
mostrado no QUADRO 1 (HENCH, 1998b).

Nesse contexto, inserem-se diversos materiais desenvolvidos para
substituir partes ou a funcdo de um sistema vivo para o tratamento de doencas ou
injurias. Esses materiais que estdo em intimo contato com os tecidos sdo chamados

de biomateriais. Um biomaterial € qualquer substancia (diferente de um farmaco) ou
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combinagdo de substancias, de origem sintética ou natural, que pode ser usada a
gualquer periodo de tempo como um todo ou em parte de um sistema que trata,
aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgao ou fung¢éo do corpo (BORETOS & EDEN,
1984).

Passado: Remocéao dos tecidos

Presente: Riposicéo dos tecidos

Translglantes Implantes |

|
I I I I I
Autogeno Heterdlogo Homologo Eika Fixacao Fixacao
biologica bioativa  por cimentag
l Xenoenxerto
modificados l l l

geneticamente

Futuro: Regeneracéo de tecidos

Engenharia de Materiais bioativos
tecidos regeneradores

QUADRO 1 - Desenvolvimento historico dos biomateriais e uma perspectiva para o
futuro. Fonte: HENCH (1998b) p.1419

Os biomateriais podem ser divididos em: (1) metais, como titanio, ago
inoxidavel, ligas de Cr-Co e ouro; (2) polimeros, como nylon, siliconas, Teflon®,
Dacron®; (3) ceramicas, como 6xido de aluminio e hidroxiapatita; e (44) compdsitos
(PARK & LAKES, 1992).

Os biomateriais sao usados, por exemplo, em preparacdes farmacéuticas,
para o revestimento de capsulas, implantes para cirurgia plastica, cardiovascular,

ortopédica, dental, neural, etc. Desempenham um papel central em dispositivos
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extracorporeos, que vao desde lentes de contato até aparelhos para hemodialise. S&o
componentes essenciais de implantes, enxertos vasculares e até marcapassos
cardiacos. (PARK & LAKES, 1992).

Embora os biomateriais tenham propiciado um enorme impacto em todas
as areas da saude e na melhoria da qualidade de vida das pessoas, existe ainda uma
grande necessidade de aprimorar o desenvolvimento de novos biomateriais a partir de
bases poliméricas, cerdmicas e/ou metalicas, em todas suas fases desde a

caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas até os testes clinicos.

Dados econbmicos revelam que no Estado de Minas Gerais o SUS
(Sistema Unico de Saude) gastou entre outubro de 1998 e abril de 1999 a soma de
US$ 5,7 milhdes de dolares com urgéncias e emergéncias, calculando-se que 50%
desses gastos foram para o atendimento de pacientes que tiveram acidentes de
transito e/ou acidentes de trabalho urbano deixando como resultado lesdes que podem
exigir o uso de algum biomaterial para o reparo da funcédo perdida (MINAS GERAIS,
2003).

A Secretaria de Saude do Estado de S&o Paulo informa que os tempos de
espera para transplantes de 6rgdos tais como rim, figado ou coragdo é de
aproximadamente 3 anos. Esse tempo de espera néo é diferente em outras regides do
pais, podendo inclusive ser maior. Esses dados sugerem a necessidade de
desenvolver novos métodos, produtos e tecnologias alternativas aos transplantes e

que sejam acessiveis & populag&o brasileira (SAO PAULO, 2003).

O ndmero de individuos portadores de proteses coxo-femurais
demandando a reconstrugdo de perdas 0sseas nessas regides € elevado. Dados do
Ministério da Saulde, via SUS, indicam a necessidade da utilizacdo de
aproximadamente 15.000 préteses por ano. Esses numeros deverdo aumentar
significativamente com a longevidade da populacdo e o consequiente aumento das
doencas degenerativas (MINAS GERAIS, 2003).

De acordo como dados da ABRADI (Associacéo Brasileira de Importacao e
Distribuicdo de Implantes), somente durante o més de maio de 1996, o SUS pagou
cerca de 1,1 milhGes de dolares para importar materiais metalicos implantaveis. Dentro
dessa estatistica ndo se inclui os recursos gastos pela rede particular de saude,

convénios de saude privada e entidades filantropicas.

Além da ortopedia, na_odontologia, especificamente, existe a_necessidade

de aumentos e reparos 6sseos e teciduais em diversas aplicagbes clinicas como: (1)

defeitos periodontais e peri-implantares; (2) defeitos traumaticos, como sinusotomia,
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osteotomia, cistectomia e apicetomia; (3) sitios de extra¢éo, onde se pretende manter

ou aumentar o rebordo alveolar, assim como preparar e fixar implantes

osteointegraveis e (4) aumento de rebordo alveolar em geral.

A cada ano, as estatisticas do censo dos Estados Unidos indicam que h&
um numero crescente de pessoas que sofrem de doenca ou dano que conduzem a
perda ou defeitos 0sseos. Dessa forma, ha uma necessidade consideravel de

materiais para substituicdo de tecido 6sseo (CHOI et al., 2004).

Metais, polimeros e cerédmicas tém sido usados como materiais de

substituicdo de tecido 6sseo. A maioria dos metais implantéveis prové suporte para o

0SS0, mas sem interagir com 0 ambiente circunvizinho, sendo consideradosMetais

tendem—a—ser biologicamente inertes;—. Por sua vez.erguante as ceramicas e 0s

polimeros podem ser inertes ou bioativos.-A—maieria—dos—metais—implantaveisprove

ala e Hhalra—606—-—-o ’ aaks AM erad alaaEaWE-TaalallaValda 'n' -n= Atualmente,

dentro do campo dos biomateriais para reconstru¢do 0ssea, ha a necessidade de se
criar-materiais—hao-somente—commelhorar a resisténcia pecessara;mecanica, assim
como aprimorar materiais bioativos que possam interagir dentro do corpo sem causar
qualquer efeito adverso (KIKUCHI et al., 2000 apud CHOI et al., 2004). A-bieatividade

A z s

Polimeros biodegradaveis como poli (-caprolactona) (PCL), acido de poli (-

latico) (PLA), acido de poli (-glicdlico) (PGA) e seus copolimeros poli (acido lactico-co-
glicdlico) (PLGA) sdo conhecidos pela caracteristica de degradacao variavel. As
bioceramicas, por outro lado, s@e—possuem econhecidas—pela—habilidade de
osteoconducdo, mas perseremsao extremamente friaveis (MIKOS et al., 1994 apud
CHOl et al., 2004; MA et al., 1999; MARRA et al., 1999).
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Um composito contendo bioceradmica e polimero biodegradavel pode vir a
oferecer os beneficios necessérios exigidos em termos de exibir tanto a caracteristica
bioativa da cerdmica como a propriedade biodegradavel do polimero, melhorando a
resposta bioldégica a esses biomateriais. Nessa diregdo, estudos de compositos

formados por esses dois tipos de biomateriais tém sido o foco da maioria dos estudos

empreendidos recentemente no campo da engenharia de tecidos para reconstrucdo
O0ssea (HIGASHI et al., 1986; TORMALA et al., 1993 apud IGNJATOVIC &
USKOKOVIC, 2004; VERHEYEN et al., 1993 apud IGNJATOVIC & USKOKOVIC,
2004; MIKOS et al., 1994 apud CHOI et al., 2004; MA et al., 1999; MARRA et al.,
1999; IGNJATOVIC et al., 1999; IGNJATOVIC et al.,, 2001. NAIJMAN, et al., 2003;
IGNJATOVIC & USKOKOVIC, 2004; KIM et al., 2004; CHOI et al., 2004).

Adicionalmente, a associacdo de antibidticos como a tetraciclina poderia
otimizar a resposta bioldégica, uma vez esta exibe, além das propriedades
antimicrobianas, propriedades farmacolégicas adicionais como  atividade
anticolagendsica, inibicdo de reabsorcdo de o0sso, acdo antiinflamatéria e uma
habilidade para promover a adsorcdo de fibroblastos e tecido conectivo em superficies
radiculares (ESPOSITO, 1997; SEYMOUR, 1995; WIKESJO, et al., 1986).

Neste trabalho serdo testados compadsitos formados a partir da associacéo
dos polimeros biodegradaveis PLA e PLGA, aprovados pela Food and Drug
Administration - EUA para uso em humanos, com a uma bioceramica Osteosynt®,
produto preparado, licenciado e comercializado no mercado nacional pela Einco
Biomaterial Ltda., com adicdo ou ndo de tetraciclina. Foram escolhidos dois tipos
diferentes de polimeros visando analisar a resposta bioldgica dos mesmos, bem como
a dos compésitos formados a partir deles, uma vez que possuem diferentes taxas de

degradacéo.

Dessa—forma;Diante _do _exposto e visto _que a formulacdo__desses

biomateriais esta_em relacdo_direta com a resposta bioldgica, a—+relevancia—desseeste

projeto esta-propdecentrada—na avaliargde os efeitos bioldgicosa de um biomaterial
formado pela combinacdo de uma matriz bioceramica com um polimero biodegradavel,
associados ou ndo a tetraciclina, visando a preparacdo de um andaime com
propriedades fisico-quimicas que permita reparacdes 0sseas em geral. Espera-se que
esse material possibilite melhorias (1) nas condicbes dos tratamentos envolvendo
restauracdo Ossea, (2) do seu comportamento bioquimico e metabdlico e (3) da
restauracdo do desempenho biomecanico, para a obten¢cdo de uma melhor resposta

desejavel no menor espaco de tempo possivel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A crescente necessidade de realizacdo de procedimentos restauradores
médico-odontolégicos, com uso de proteses temporarias ou definitivas, ou de
transplantes e implantes de diversas naturezas (autdégenos, alégenos, heterélogos e
aloplasticos) levou os pesquisadores envolvidos na area de biomateriais a buscarem o
desenvolvimento de produtos que pudessem preencher os requisitos imprescindiveis
para sua utilizacdo. Dessa forma, a engenharia de tecidos 6ssea € um novo campo de
pesquisa com aplicagbes clinicas como na reposicdo 0ssea em defeitos ortopédicos,
neoplasias e tumores 0Osseos, tratamento de pseudoartroses, estabilizagdo de
segmentos  espinhais, cirurgias  maxilo-faciais, craniofaciais, ortopédicas
reconstrutivas, traumaticas e de cabeca e pesco¢co (LAWSON & CZERNUSZKA,
1998), assim como em cirurgias periodontais (HIGASHI et al., 1986).

A remocéao do tecido do sitio doador de um paciente e o transplante do
mesmo para um sitio receptor desse mesmo paciente é considerado o padrao ouro.
Esse tipo de enxerto, chamado autégeno, fornece células vidveis, concomitantemente
evitando reacdes imunes e transmissdo de doencas (FITCH et al.,, 1997), além de
minimas preocupacdes éticas (HENCH, 1998b). Entretanto, esse procedimento
apresenta diversas limitacdes, especialmente limitada disponibilidade, necessidade de
um segundo sitio cirargico, tendéncia de reabsorcdo e, ocasionalmente,

comprometimento das propriedades biomecanicas (HENCH, 1998b).

Uma solucdo parcial para algumas dessas limitacdes € o uso de tecidos
transplantados de um doador humano, caracterizando um aloenxerto, também
denominado enxerto aldgeno ou homélogo, seja de um doador vivo doando, por
exemplo, coracdo, pulméo, figado, rim e retina, ou de cadaveres, de onde é obtido o
osso liofilizado (HENCH, 1998b). Esse tipo de enxerto também apresenta varias
limitacbes como disponibilidade, utilizacdo de drogas imunossupressoras,
possibilidade de transmissdo de doencas infecto-contagiosas como HIV e hepatite,
entre outras, e até mesmo prions, além de questdes éticas e religiosas (NASR et al.,
1999).

Outra alternativa € o emprego dos transplantes chamados xenélogos ou

heterdlogos, onde, a partir de outra espécie, sao utilizados tecidos ou 6rgaos, como o
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emprego de valvulas cardiacas de tecido suino na cirurgia cardiovascular ou 0 uso de
material de origem bovina na ortopedia (HENCH, 1998b). No entanto, 0s riscos
continuam e aumentam as limitages, principalmente quanto a possibilidade de
transmissdo de doencas infecto-contagiosas cruzadas como encefalopatia bovina por

espongiformes, rejeicdo, entre outras (NASR et al., 1999).

A utilizacdo desses diferentes tipos de enxertos apresenta uma alta
relacdo custo-beneficio, o que leva a busca de métodos e materiais alternativos para o

reparo e/ou regeneracao de partes perdidas ou danificadas do organismo.

Dessa forma, a substituicdo de tecidos e/ou oOrgdos pode também se
originar através da sua obtencdo em laboratoérios pelo desenvolvimento, modificacdo
ou sintese de materiais a serem interfaceados e/ou incorporados no organismo do
hospedeiro, ou seja, implantes a partir de biomateriais associados a atividade celular
do proprio individuo ou ainda através de engenharia de tecidos, chamados de enxertos
aloplasticos (HENCH, 1998b).

As vantagens significativas dos implantes sobre os transplantes sdo a
disponibilidade, a reprodutibilidade e a biocompatibilidade. A probabilidade de falha
mecanica dos implantes é minimizada pelas regulamenta¢des governamentais para 0s

testes de qualidade e seguranca do biomaterial (HENCH, 1998Db).

Contudo, a maioria dos materiais usados para implantes atualmente
continua sofrendo problemas de estabilidade superficial na interface com os tecidos do
hospedeiro, problemas biomecéanicos de elasticidade, producao de rejeitos pelo uso e
problemas na manutencgéo estavel do suprimento de sangue em niveis normais. Além
do mais, os mesmos perdem duas das mais importantes caracteristicas dos tecidos
vivos: a habilidade de auto-restauracdo e a modificagdo de sua estrutura e
propriedades em resposta aos fatores ambientais, tais como a carga mecéanica ou
fluxo de sangue (HENCH, 1998b).

Assim, o tempo de vida limitado para os implantes € uma consequéncia
das limitagBes supracitadas (RATNER, et al., 1996; HENCH & WILSON, 1996; CAO &
HENCH, 1996; BLOMFIELD, et al., 1991; SCHOEN, et al., 1992). Verificam-se ainda,
nos ultimos 15 anos, avan¢gos marginais no aumento da sobrevida dos implantes

ortopédicos, cardiovasculares, dentarios, etc. (HENCH, 1998b).

Desta forma, surgem varios desafios nessa area de biomateriais, tendo
como filosofia fundamental o aumento da capacidade auto-restauradora do corpo.
Nesse caso, sempre se trabalha com a hipétese de que a sobrevida das préteses sera

aumentada pelo uso de biomateriais que permitam a regeneracéo de tecidos naturais,
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possibilitando a restauragédo da estrutura, da fun¢éo, do comportamento bioquimico e

metabdlico e do desempenho biomecéanico (HENCH, 1998Db).

Por conseguinte, um estudo multidisciplinar se faz necessario para o

desenvolvimento de biomateriais (QUADRO 2), estando envolvidas as areas basicas

como Fisica e Quimica, as Engenharias, as Ciéncias Bioldgicas e as Ciéncias da
Saude (TORZILLI, 1976; BLACK, 1988; GEBELEIN, 1991; BLACK, 1992).

Espera-se que, com o desenvolvimento da Ciéncia, os biomateriais

venham a ser substitutos satisfatérios para os tecidos perdidos ou danificados.

QUADRO 2 - Relacgéo das possiveis areas envolvidas no estudo e desenvolvimento de

biomateriais e os aspectos abordados pelas mesmas

AREA

ASPECTOS ABORDADOS

Fisica e Quimica

Engenharia

Ciéncias Bioldgicas

Ciéncias da Saude

-Sintese, caracterizacdo dos materiais e estudo da relacdo das

propriedades e estruturas nos sistemas biolégicos
-Desenho das pecas e dispositivos

-Ensaios e Especificacbes

-Modificacdo da textura e superficie dos artefatos.

-Estrutura, propriedade e funcéo da peca relacionada ao sistema

vivo
-AplicacBes do implante

-Demonstracdo do desempenho in vivo

2.1 Biocompatibilidade

Por ser um termo amplo, os autores definem a biocompatibilidade sob

diversos aspectos, sendo a resposta bioldgica o mais importante.

32



PARK & LAKES (1992) definem biocompatibilidade como a aceitacéo de
um implante artificial pelos tecidos circundantes e pelo corpo como um todo, em

termos de propriedades mecanicas, quimicas, superficiais e farmacoldgicas.

HORBETT et al. (1996) citam WILLIAMS (1987) definindo um material
biocompativel como um material que ndo induza uma resposta inflamatéria aguda ou
cronica e nao previna a diferenciacdo peculiar dos tecidos ao redor dos implantes.
Entretanto, o trabalho de HORBETT et al. (1996) reconhece que uma reacao tecidual
adversa ao redor do biomaterial implantado € inevitavel, devido ao trauma cirargico
durante a insercdo. Dessa forma, essa definicdo indica que a biocompatibilidade

depende do propoésito do implante.

Segundo RATNER (1996), a “biocompatibilidade” de um dispositivo médico

pode ser definida como o sucesso deste dispositivo em efetuar a funcao pretendida.

De acordo com ESTRELA (2001), a biocompatibilidade pode se definida
como a capacidade de um material exercer funcdes especificas quando aplicado em
contato com tecidos vivos de determinado hospedeiro, sem, contudo causar danos ou

prejuizo ao mesmo.

Resumidamente, poderiamos definir biocompatibilidade como sendo a
resposta esperada de um biomaterial em exercer a fungéo para a qual o mesmo foi

fabricado, sem, contudo, lesar de forma agressiva os tecidos circundantes.

Dessa forma, para um material ser efetivo em qualquer aplicacdo bioldgica,
0 mesmo deve ser biocompativel, ou seja, ndo deve evocar, uma vez implantado, uma
resposta inflamatdria ou imune extremamente adversa (BABENSE et al., 1998 apud
TEMENOFF et al., 1999)

Alguns fatores que determinam a biocompatibilidade, por exemplo, a
estrutura quimica e fisica ou a morfologia superficial da matriz, podem ser afetados
pela sintese ou técnicas de processamento. Residuos quimicos envolvidos nesses
processos, como estabilizadores, iniciadores, agentes de unido, emulsificadores ou até
solventes organicos e monémeros podem ser prejudiciais aos tecidos neoformados ou
aos tecidos circundantes, uma vez que essas substancias sao citotdxicas
(TEMENOFF et al., 1999).

A avaliacdo da biocompatibilidade dos biomateriais segue recomendacdes
de diversas organizacfes e federac6es ha mais de 60 anos. Esses testes consistem
de uma sequéncia de protocolos de pesquisa, descritos e regulamentados, tendo por
objetivo regulamentar a avaliacdo da seguranca dos materiais a serem utilizados em

humanos. Os testes foram divididos em iniciais, secundarios e de aplicacdo (QUADRO
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3). Vale a pena salientar que a avaliagdo da biocompatibilidade n&o exige o
seguimento completo dos testes descritos no quadro abaixo. Nesses casos, a
recomendacao é seguir pelo menos um dos protocolos de pesquisa de cada um dos
trés niveis de pesquisa (ESTRELA, 2001).

QUADRO 3 - Testes recomendados para avaliagcdo biolégica de materiais dentérios

Teste Inicial Teste Secundério Teste de Aplicacdo

Citotoxicidade Irritacdo da membrana Irritac@o da polpa
mucosa

Hemolise Toxicidade dérmica por Capeamento
exposicao repetida pulpar/pulpotomia

Teste de Ames Implantacdo subcutanea Aplicacdo em

Endodontia

Teste de Styles Implantacdo em tecido Implante
0sseo

Dose letal Sensibilizacdo

Toxicidade aguda LDsy Oral
Toxicidade aguda IP-LDsq
Inalac&o aguda

Fonte: ESTRELA (2001)

Dessa forma, dentre as varias metodologias utilizadas para os testes
iniciais e secundarios, os testes de citotoxicidade e de implantacdo dos materiais em
tecido conjuntivo subcutdneo de animais, respectivamente, parecem ser 0s mais
amplamente utilizados (ESTRELA, 2001).

Adicionalmente, segundo RIPAMONTI & DUNEAS (1996), a histologia é
freqlentemente utilizada para a avaliacdo da biocompatibilidade de um material
implantado em tecidos moles, sendo que a maioria dos protocolos baseia-se nha
determinagdo qualitativa de um relativo ndmero de varios tipos celulares e a
gquantidade de componentes da matriz extracelular ao redor dos implantes, assim
como a espessura da capsula fibrosa ao redor do implante tem sido comumente

utilizada para mensurar a resposta tecidual do biomaterial implantado.

2.2 Andaimes para crescimento 6sseo
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O tecido Osseo exerce diversas fungbes no corpo humano para
manutengcdo dos sistemas, como: (1) proteger os o6rgdos vitais; (2) suportar os
musculos e atuar na locomocao; (3) gerar células brancas e vermelhas para a
imunoprotecéo e oxigenacdo dos tecidos; e (4) estocar reservas de célcio, fosfato e
outros ions importantes (YASZEMSKI et al., 1996). Essa diversidade de funcoes,
combinada com a capacidade de remodelacdo 6ssea em resposta aos fatores locais
tem dificultado a reposicdo adequada de tecido Osseo perdido usando materiais
sintéticos isoladamente (BOSTROM & MIKOS, 1997).

O o0sso é um tecido vivo e dindmico que é remodelado ao decorrer da vida
através da reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos e formacdo de nova matriz éssea
pelos osteoblastos. Quando o tecido dsseo é danificado ou quando se necessita um
preenchimento, procedimentos reparadores ou regenerativos podem ser requeridos.
(CAPLAN, 1999).

Reparo e regeneracdo sao processos distintos do ponto de vista cinético e
em termos de funcdo celular e resultado morfolégico, sendo que o reparo € um
processo mais rapido do que a regeneracdo. O processo de reparo e o de
regeneracdo de tecido 6sseo pela engenharia de tecidos segue alguns elementos
chave: (1) os limites dos defeitos devem ser completamente preenchidos pelo material
implantado para inibir uma fibrose disfuncional; (2) um grande numero de células
tronco mesenquimais deve migrar ou se instalar nos limites desse defeito; (3) os
limites devem ser ocupados por um veiculo carregador de células que seja absorvido
ou se integre funcionalmente a nova estrutura; (4) deve haver um suprimento vascular
suficiente e intensamente comunicante com todo o comprimento e profundidade do
defeito, com o propdsito nutricional e instrutivo e (5) deve haver a presenca de fatores
osteogénicos bioativos para atingir e afetar as células tronco mesenquimais e suas
linhagens (CAPLAN, 1999).

Um biomaterial ideal para a engenharia de tecido 6sseo deve ser nao-
imunogénico, esculpivel e acessivel para se conseguir uma adaptacdo Otima aos
contornos e as varias formas dos defeitos 0sseos, fornecendo um suporte mecanico
gquando necessério (RIPAMONTI & DUNEAS, 1996).

Nesse contexto, inserem-se 0s andaimes biodegradaveis para o reparo ou
regeneracdo 0Ossea, 0s quais sao definidos como estruturas que permitiriam a
neoformacdo éssea concomitantemente com a reabsor¢do de seu arcabouco, agindo

COmo uma matriz temporaria para a ancoragem-dependente de osteoblastos, além da
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funcdo intrinseca de preenchimento. Ele também pode agir como carreador para

fatores soluveis e insoluveis que modulam a funcéo celular local (TEMENOFF, et al.,
1999; CHICUREL et al., 1998).

Andaimes biodegradaveis inorganicos de fosfato de calcio e organicos tém
sido propostos pela engenharia de tecidos para reconstrugdo 0ssea, apesar de a
maioria desses serem degradados mais por dissolugdo do que por reabsorgéo ativa.
Entretanto, alguns tipos de fosfatos de calcio tém sido comprovadamente reabsorvidos
por osteoclastos (BAKSH & DAVIES, 1999).

Desse modo, apesar de existirem muitos andaimes para a engenharia de
tecidos, uma matriz para o crescimento 6sseo deveria ser arquitetada para degradar
(1) passivamente por dissolucdo no meio biolégico e (2) ativamente por reabsorcdo
dos osteoclastos durante o remodelamento normal do tecido 6sseo (BAKSH &
DAVIES, 1999).

Entre os principais requisitos para o desenvolvimento de um
andaime/dispositivo de engenharia de tecidos 6ssea (QUADRO 4) poderiamos citar:
(1) facil disponibilidade para o cirurgido; (2) promogéo do crescimento 0sseo; (3) ndo
indug&o de crescimento de tecido mole na interface osso/implante; (4) diametro médio
dos poros entre 200 e 400 um; (5) absorcdo de uma maneira previsivel de acordo com
0 crescimento 0sseo e (6) propriedades mecéanicas e fisicas apropriadas para
aplicacdo (BURG et al., 2000; DAVIES, 2000).

Adicionalmente, o projeto de cada andaime deveria permitir: (1) facil
manipulacdo na preparacdo e implementacdo do material implantado; (2) alta
porosidade para permitir um rapido acesso e manutencao da vasculatura, assim como
apresentar espaco para deposicdo de matrizes e componentes estruturais; (3)
capacidade de ser aparado ou esculpido para encaixar-se perfeitamente ao sitio
cirargico e (4) um rapido e reprodutivel processo de dissolucdo em cada sitio
implantado (CAPLAN, 1999).

QUADRO 4 - Caracteristicas desejaveis para um andaime/dispositivo de engenharia

de tecidos para 0Sso

Facilmente disponivel para o cirurgido Promover crescimento 6sseo
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Absorcdo de uma maneira previsivel de

acordo com o crescimento 6sseo

N&o induzir o crescimento de tecido mole

na interface osso/implante

Adaptavel as irregularidades do sitio

cirdrgico, maleavel

Didametro médio dos poros entre 200 e
400 pm

Maximo crescimento o6sseo através de

osteoinducéo e/ou osteoconducdo

Auséncia de efeitos prejudiciais ao tecido

circundante

Propriedades  mecéanicas e fisicas

apropriadas para aplicagéo

Esterilizavel, sem perda das propriedades

Boa aposicao 6ssea

Absorvivel, com componentes

biocompativeis

Direcionamento do crescimento celular e
da formacéo de matriz extracelular em trés

dimensoes

Fonte: BURG et al. (2000), p. 2350

2.2.1

Porosidade

Andaimes porosos com uma grande razdo da area pelo volume séo

necessarios para maximizar o espaco para a adesao e crescimento celular, producao

de matriz extracelular e vascularizacdo (TEMENOFF et al., 1999).

Para se conseguir uma grande area por volume necesséaria para a

ancoragem de células, poros pequenos sdo preferiveis, desde que o tamanho dos

poros seja maior que o didmetro de uma célula em suspenséo, tipicamente 10um.

Entretanto, poros maiores podem ser requeridos para a migracao celular, crescimento
e producédo de matriz extracelular (TEMENOFF et al., 1999).

A porosidade é um fator critico para a migracao celular e elaboragéo de

uma matriz 6ssea. BOYAN et al. (1996) reportaram que o0s osteoblastos preferem

poros com tamanhos variando de 200 a 400um de diametro para facilitar a migracao,

adesao e proliferacao. Esse fato pode ser explicado pela curvatura do poro que prové
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Otima compressao e tensdo nos mecanoreceptores celulares, permitindo que eles
migrem para as aberturas de tamanhos especificos (BAKSH & DAVIES, 1999). Dessa
forma, um andaime com poros de didametros meédios variando de 200 a 400um estaria

suportando a invasao de vasos sanglineos e poderiam induzir a migracéo, adesao,

proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos dentro dos poros (BOYAN et al., 1996).

Andaimes de materiais organicos e inorganicos biodegradaveis para a
engenharia de tecidos Ossea devem apresentar macroporosidade, que diminui o
problema da oclusdo dos poros e a ndo adesao celular em um estagio in vitro. Além
disso, deve haver uma intercomunicacdo dessas macroporosidades para permitir o
crescimento 46sseo de uma forma tri-dimensional por toda a estrutura. Essa
propriedade pode ser otimizada em um estagio in vitro, através do emprego de
condic@es de cultura dinAmicas (BAKSH & DAVIES, 1999).

A microporosidade influencia no desempenho biolégico dos fosfatos de
calcio in vivo, uma vez que a taxa e distribuicdo da osteogénese por volta e ao longo
do implante sdo afetadas pelo numero e tamanho dos canais intercomunicantes
(BAKSH & DAVIES, 1999).

2.2.2 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas de um andaime polimérico sdo especialmente
importantes para a sustentacao de tecidos como o0 0sso. O material deve ser
resistente o suficiente para suportar o estresse fisioldégico, mas se a carga transmitida
para o andaime for muito grande (estresse de protecéo), uma falta de estimulacdo
mecéanica suficiente pode resultar em uma pobre regeneracdo 0ssea e/ou reabsorcao
O6ssea em torno do implante (BOYAN et al., 1996; BOSTROM & MIKOS, 1997). Em
uma escala microscépica, a dureza local do andaime pode afetar a tensdo mecéanica
gerada pelo citoesqueleto da célula, o qual pode controlar a forma da célula e

consequentemente a sua funcao, por exemplo, superficies rigidas podem influenciar o
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citoesqueleto a induzir a propagacéo e divisao celular (WHANG et al., 1995 apud
TEMONOFF et al., 1999; BOYAN et al., 1996).

LIN et al. (1999) desenvolveram um compoésito para fixacdo de fratura

6ssea usando particulas sinterizadas de tricélcio fosfato com DL-PLA. Os compdsitos

foram avaliados in vivo a partir de um modelo de fixacdo de fraturas de fémur de

coelhos. Um novo tecido 6sseo foi observado 8 semanas, sem a evidéncia de

formacao de tecido fibroso.

IGNJATOVIC & USKOKOVIC (2004) avaliaram as -caracteristicas
mecanicas de um compdsito formado a partir de HA:PLA sob pressao, a temperatura
ambiente ou ao calor, alcancando forca de compressdo maior que 143MPa e mddulo
de elasticidade superior a 4,8 GPa, estando dentro dos intervalos de compressao e
elasticidade do tecido 0sseo, respectivamente 1,9-167 MPa e 0,09-18,6 GPa (PARK &
LAKES, 1992). Esses autores descreveram pequena resposta inflamatoéria, boa
adesdo do tecido circundante apds implantacdo, apresentando altos indices de

biocompatibilidade.

2.2.3 Caracteristicas da

degradacao

O controle do processo de degradacédo do andaime é crucial para o
desenvolvimento de qualquer matriz para a engenharia de tecidos. A velocidade de
degradacdo do andaime deve equilibrar a necessidade de manutencdo de um suporte
estrutural para a proliferacdo celular e secrecdo de matriz extracelular, assim como a
necessidade de desintegracdo do andaime para deixar espaco para o crescimento de
um novo tecido. Como a resisténcia mecéanica do andaime diminui quando este
degrada, a taxa de degradacdo do andaime deve estar pareada com a taxa de
regeneracdo tecidual com o objetivo de manter a integridade estrutural da matriz
(QUADRO 5) (TEMENOFF et al., 1999).
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Igualmente importante para o sucesso do implante € compreender 0s
efeitos da degradacao dos produtos no organismo. A liberacao de produtos acidos do
andaime pode causar uma necrose tecidual ou inflamacéo pelo abaixamento local do

pH (TEMENOFF et al., 1999).

Particulas da matriz formadas no processo de degradacgéo ou pela
micromovimenta¢ao na regido do implante também podem provocar uma resposta
inflamatéria (TEMENOFF et al., 1999).

QUADRO 5 - Fatores que afetam a degradacédo do andaime/matriz

Fatores quimicos Estrutura do andaime
Composicdo Densidade
Estrutura Forma
Configuracgéo Tamanho
Morfologia Massa
Peso molecular Textura da superficie
Distribuicdo do peso molecular Porosidade
Motilidade da cadeia polimérica Tamanho do poro
Orientacao molecular Estrutura do poro
Razéo entre a superficie e o volume Capacidade de absorcao de liquido
Grupos ibnicos Método e condi¢cdes de processamento
Impurezas ou aditivos Esterilizacéo

In vitro In vivo

Meio de degradacao Sitio de implantacao
pH Acesso a vasculatura
Forca ibnica Carga mecanica
Temperatura Crescimento tecidual
Carga mecanica Metabolismo dos produtos da degradacao

Tipo e densidade das células da cultura Enzimas

Fonte: TEMENOFF et al., 1999, p. 455
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O mecanismo pelo qual o andaime se degrada deve ser considerado. Em
se tratando de uma matriz polimérica, durante o processo de degradacgéo por erosao
superficial, os produtos degradados séo liberados gradualmente, mas na degradagéo

em bloco, os produtos séo liberados quando o peso molecular do polimero alcanca um
valor critico. Essa liberacao rapida pode causar um grande abaixamento local do pH.
Adicionalmente, pode ser dificil manter uma alta resisténcia mecéanica a partir desse
ponto. Entretanto, a continua renovacéao da superficie externa dos polimeros pela
eroséo torna problematica a adesao celular e cultura desses materiais (TEMENOFF et
al., 1999).

A degradacdo dos polimeros aqui estudados sera tratada no item 2.3.2.

2.2.4 Esterilizacao de materiais para

crescimento 0sseo

Os materiais implantados devem ser esterilizados para se evitar infeccdes.
Dessa forma, o método de esterilizagdo ndo deve interferir no bioatividade do material,
ou alterar significativamente sua composicdo quimica, o que pode modificar a
biocompatibilidade e degradacdo do mesmo (TEMENOFF et al., 1999).

A esterilizacdo de implantes contendo polimeros derivados dos &cidos
latico e glicdlico tem sido um grande objeto de estudo. A esterilizacdo terminal e a
preparacdo em ambientes assépticos sdo os métodos mais descritos na literatura
(DASH & CUDWORTH, 1998; LEWIS, 1990). Para que ndo sejam provocadas
alteracdes nas propriedades fisicas e mecanicas dos polimeros e, conseqiientemente,

no seu desempenho in vivo € muito importante a escolha da técnica adequada.

A esterilizagado por autoclave é um método que ndo é indicado para os
polimeros derivados dos acidos latico e glicolico, uma vez que condicdes de alta

pressao e temperatura promovem deformacéo e hidrélise da matriz polimérica devido
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a natureza termoplastica. As temperaturas utilizadas, por serem superiores a
temperatura de transicdo vitrea dos polimeros, promovem alteracdes fisicas e
mecanicas dos sistemas (ATHANASIOU et al., 1996).

A radiacdo através de raios gama tem sido bastante estudada. Ao se
submeterem os polimeros a esse tipo de método, ocorre uma quebra da cadeia
polimérica, reducgéo da viscosidade intrinseca, aumento da velocidade de eroséo in
vitro e in vivo, além do aumento da cinética de liberacdo da droga. Esses fatores, que
limitam a utilizacdo desse método, sdo dependentes da dose de radiacdo aplicada
(ATHANASIOU et al., 1996).

A esterilizacdo quimica, empregando gases como o 6xido de etileno, pode
ser utilizada nos casos em que o0s polimeros séo sensiveis a temperatura e umidade.
Entretanto, residuos de gas podem ser encontrados na superficie ou no interior da
matriz polimérica, os quais sdo mutagénicos, carcinogénicos e alergénicos. Nesse
processo, € essencial que o sistema seja submetido a degaseificacdo ou a aeracao

subseqlente, o que torna 0 método bastante lento (ATHANASIOU et al., 1996).

2.3  Polimeros biodegradaveis

O crescimento explosivo da industria de polimeros apds a segunda guerra
mundial levou a descoberta de alguns novos materiais com propriedades variadas.
Inicialmente, a pesquisa de biomateriais poliméricos foi restrita a polimeros estaveis,
tais como o Dacron® e o Teflon®, que eram considerados “biologicamente inertes”
naquela época. Durante a década de 1980 foi reconhecido que a inércia bioldégica nem
sempre é uma propriedade desejada, desde que as interagdes entre o implante e o
tecido ao redor possam ser exploradas para o beneficio do paciente. Nesse tempo,
grandes avancos foram alcancados com o desenvolvimento de novos polimeros
biodegradaveis, combinados com o entendimento da imunologia e biologia celular, que

formam as bases do conhecimento racional dos tecidos substitutos (KOHN, 1996a,b).

Posteriormente, surgiram os polimeros biodegradaveis como materiais

alternativos para a engenharia de tecidos artificiais. Os poliésteres alifaticos dos poli
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(alfa-hidroxi ésteres) s@o possivelmente os polimeros sintéticos biodegradaveis mais

conhecidos. Sua férmula geral é:
HO-CH(R)-[-O-CH(R)-CO-]-
gue deriva do correspondente:
HO-CH(R)-COOH

onde R=H no caso do acido glicolico e R=CH3; nho caso do acido latico (FIG. 1) (WONG
& MOONEY, 1997).

Fo-and} Fo-ordy,

FIGURA 1 - Estrutura quimica dos polimeros
dos acidos glicélico (PGA) e latico (PLA)

Durante o final da década de 60 e inicio da década de 70, foram realizados
diversos estudos relacionados com a utilizagdo dos polimeros derivados do &cido
latico e glicdlico para a fabricacdo de fios de sutura. Os resultados mostraram que eles
proporcionaram boas propriedades mecéanicas, baixa capacidade alergénica e
toxicidade, excelente biocompatibilidade e uma cinética previsivel de biodegradacéo,
despertando a atencdo de varios pesquisadores quanto a suas possiveis aplicacbes

em tecnologia farmacéutica (JAIN et al., 1998).

Aprovados pelo “Food and Drug Administration” (FDA) para uso em
humanos, atualmente esses polimeros sdo extensivamente utilizados na reconstrucéo
e osteosintese de tecidos 6sseos e também na liberagdo de farmacos (KOHN,
1996a,b; WONG & MOONEY, 1997). Eles também tém sido utilizados no tratamento
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de trauma renal, cirurgia pulmonar, engenharia de pele, de cartilagem e de tecido
nervoso (PUELACHER et al., 1994; WONG & MOONEY, 1997).

Quando devidamente preparados sob condicbes ideais a partir de
monoémeros purificados, o0 PLGA nao apresenta evidéncias de resposta inflamatoria ou

outros efeitos adversos relacionados a inflamacéo (GUPTA et al., 1997).

Em estudos relacionados ao implante do polilatico, a taxa de reacao é
normalmente mais baixa que a do poliglicélico. Em muitas séries clinicas, nenhuma
resposta tecidual adversa foi informada. O intervalo entre a operacéo de fixacdo e 0s
sinais clinicos de uma reacao ao implante com polilatico €, em regra, considera-
velmente mais longo que com o poliglicélico (BOSTMAN & PIHLAJAMAKI, 2000).

Dessa forma, as matrizes absorviveis tém sido usadas em situaces onde
a absorcéo é desejada. A absorcdo da matriz pode expor superficies ou tecidos ou
liberar substancias como antibiéticos ou fatores de crescimento de tecidos (YASKO et
al., 1992).

Contudo, as razdes mais comuns para o uso dessas matrizes como parte
dos compdsitos tém sido para se conseguir propriedades mecénicas que sofram
variagbes com o tempo e que permitam a completa dissolucdo da parte desejavel do
implante, eliminando-se preocupacdes de biocompatibilidade a longo prazo (DANIELS
et al., 1990).

Esses materiais sdo facilmente preparados e suas propriedades quimicas,
fisicas, mecanicas e degradativas podem ser precisamente moduladas alterando-se a
composicdo do material. Polimeros biodegradaveis oferecem a possibilidade de
completa reposicdo Ossea tecidual, além de superar problemas como infec¢do e
deslocacdo do dispositivo, os quais estdo associados aos implantes permanentes
(TEMENOFF et al., 1999).

Geralmente, é aceito que andaimes biodegradaveis sdo ideais para a
engenharia de tecidos porque se espera que a degradacdo da matriz seja
concomitante com a regeneracao tecidual, sem deixar materiais artificiais residuais no
sitio hospedeiro. Entretanto, deve-se conhecer a taxa de substituicdo 6ssea e entdo a
taxa de degradacéo do andaime. A taxa de substituicdo dssea esperada é uma funcéo
de vérios fatores, incluindo a espécie envolvida, localizacdo anatbmica e a
implantacdo mecéanica (BAKSH & DAVIES, 1999). Experimentos em coelhos indicam a
taxa média de crescimento de uma nova formacdo 0ssea sendo entre 73 e 85 um por
dia. Esses valores fornecem uma nocao da taxa de crescimento 6sseo, devendo-se ter
cautela ao extrapola-los para humanos (WINET et al., 1988; WINET et al., 1990).
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Adicionalmente, o sucesso da engenharia de tecidos esta na habilidade em
dirigir tipos celulares especificos para a multiplicacdo, migracdo e expressdo de
comportamentos fisiolégicos normais, para atingir a organiza¢do celular que execute
as funcgbes do tecido desejado. Por exemplo, a engenharia de tecidos envolvendo o
0SS0 Vivo para a reparacao de defeitos esqueléticos tem estudado o crescimento de
osteoblastos, células responsaveis pela formacdo de tecido 6sseo em matrizes de
polimeros biodegradaveis in vitro. A matriz polimérica biodegradavel serve inicialmente
como andaime para a proliferacdo das células 6sseas e a maturacdo. Idealmente, as
células formam tecido dsseo que, apds a implantacéo, € completamente integrado ao
préprio osso do paciente, reparando dessa forma a ferida ou o defeito 6sseo. Apés o
restabelecimento da funcdo, o andaime polimérico é reabsorvido (KOHN, 1996a,b;
RIPAMONTI & DUNEAS, 1996)

2.3.1 Resisténcia mecanica e

morfologia

O PGA foi primeiramente desenvolvido como sutura sintética absorvivel,
Dexon®. O PGA tem alta cristalinidade, um alto ponto de fusdo e uma baixa
solubilidade em solventes organicos (QUADRO 6) (WONG & MOONEY, 1997).

QUADRO 6 - Cristalinidade e propriedades térmicas do PGA, PLA e copolimeros

Cristanilidade Temperatura de fusdo Transicao vitrea
% (°C) (°C)
PGA 46-52 225 36
90:10 PGLA 40 210 37
50:50 PGLA 0 nenhum 55
PLA 37 185 57
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DL-PLA 0

nenhum N/D

N/D = nédo disponivel. Fonte: WONG & MOONEY (1997) p.58

O &cido latico possui um carbono beta assimétrico que permite a obtencao
das formas levagiras (L-PLA), dextrogiras (D-PLA) ou racémicas (DL-PLA), sendo que
as formas levogiras e dextrogiras sdo semicristalinas, gracas a elevada regularidade

da cadeia polimérica, e as formas racémicas sao amorfas por apresentarem
irregularidades na estrutura da cadeia do polimero (MERKLI et al., 1998). Logo,
prefere-se a utilizacado de DL-PLA ja que essa forma permite uma dispersdo mais
homogénea de um farmaco na matriz polimérica. Entretanto, o semicristalino PLA é
preferido nos casos onde uma alta forca mecénica e dureza sao requeridas, por
exemplo em dispositivos ortopédicos. Vale a pena salientar que a irradiagdo gama
sobre o PLA causa a quebra da cadeia, “cross-linking” e diminuigéo da cristalinidade
(WONG & MOONEY, 1997).

Para aumentar a extenséo das propriedades exibidas pelo PGA,
copolimeros de GA e LA (PLGA) tém sido amplamente empregados. Considerando

gue o PGA é altamente cristalino, os PLGAs usualmente exibem menor cristalinidade
e ponto de fuséo. Por exemplo, enquanto o PGA e PLA séo parcialmente cristalinos, o
PLGA 50:50 é completamente amorfo. Essas mudancas morfoldgicas resultam em um
aumento nas taxas de hidratacéo e hidrélise. Dessa forma, os copolimeros tendem a

degradar mais rapidamente que o PGA e o PLA (WONG & MOONEY, 1997).

A temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) dos diferentes PLA e PLGA se
encontra acima da fisiolégica (37C) e, nessa condi ¢do, eles se encontram na forma

cristalina. Desse modo, a cadeia se apresenta como uma estrutura relativamente
rigida, proporcionando uma for¢ca mecéanica significativa (DASH & CUDWORTH,
1998). Essa caracteristica é, também, um fator determinante da velocidade de
degradacéo dos polimeros ja que esta relacionada ao grau de cristalinidade e a
organizacao das cadeias poliméricas. Portanto, o polimero que apresenta maior Tg,
geralmente se degrada mais lentamente. Adicionalmente, essa temperatura também
permite que sejam formulados como sistemas de liberacdo de drogas a partir desses
dois polimeros (DASH & CUDWORTH, 1998). O PGA apresenta temperatura de
transicdo vitrea inferior (ou até mesmo proxima) a corporal, sendo este um outro fator
gue o torna inadequado com relacdo a sua utilizagdo em sistemas de liberagéo de

farmacos (WONG & MOONEY, 1997).

Além disso, a massa molecular e o grau de cristalinidade podem influenciar
as propriedades mecanicas, a capacidade de hidrdlise e a velocidade de degradacao
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desses polimeros, e consequientemente, a resposta biolégica. Os principais fatores
responsaveis por alteracdes no periodo de degradacdo dos polimeros biodegradaveis
séo: (1) estrutura quimica e composicéo do sistema; (2) distribuicdo da massa
molecular dos polimeros; (3) presen¢ca de monémeros e oligdmeros; (4) tamanho e
forma da superficie do sistema; (5) morfologia dos componentes do sistema (amorfo,
semicristalino, cristalino) e (6) local de implantacdo do sistema e mecanismo de
hidrélise (LEWIS, 1990; BLANCO-PRIETO et al., 1998).

2.3.2 Biodegradacao dos

poliésteres

A biodegradacéo dos poliésteres PLA e PLGA ocorre por erosdo, atraves
de clivagem da cadeia polimérica por hidrélise, liberando o acido latico e glicolico.
Esses acidos, por serem metabdlitos naturais do organismo, séo eliminados pelo ciclo
de Kreb’s na forma de gas carbonico e agua (ATHANASION et al., 1996). O GRAF. 1
demonstra o mecanismo de erosdo do PGA e dos copolimeros in vitro, que pode ser
evidenciado por um significante decréscimo do peso molecular que precede a
liberacdo de mondmero das amostras dos polimeros (GOMBOTZ & PETTIT,1995
apud WONG & MOONEY, 1997).

A presenca do grupo metil (-CHz) no polimero derivado do acido latico
(PLA) confere a este uma maior hidrofobicidade quando comparado ao derivado do
acido glicdlico (PGA). Dessa forma, filmes de PLA hidratam-se apenas 2%.
Adicionalmente, a ligacéo éster do grupo metil no PLA € menos suscetivel a hidrélise.
Dessa forma, o PLA degrada mais lentamente que o PGA e tem uma maior
solubilidade em solventes organicos (WONG & MOONEY, 1997).

O PGA, portanto, por ser bastante sensivel a hidrdlise, ndo é adequado
para a utilizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos ou com andaimes para a

engenharia de tecidos. Com relacdo ao PLGA, quanto maior a proporcao de acido
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latico, maior a hidrofobicidade do copolimero, ja que absorve menos agua, e

consequentemente, menor serd a velocidade de degradagéo.

Esse mecanismo de degradacao pode ser indesejavel para certas
aplicag@es. A relativa rapida liberagdo de uma grande quantidade de acido glicdlico
e/ou latico pode levar a uma acidose local se uma grande quantidade desses
polimeros estiver presente de uma forma concentrada, como, por exemplo, um pino
solido (WONG & MOONEY, 1997).
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GRAFICO 1 - Mudanca do peso molecular (MW) de dispositivos
fabricados a partir de PLGA 50:50 e liberac&o de acido glicélico (GA),
D-latico (D-LA) e L-latico (L-LA). As amostras foram dispostas em um
meio aquoso in vitro a 37°C. Fonte: WONG & MOONEY (1997), p.59

Entretanto, andaimes altamente porosos séo tipicamente utilizados na
engenharia de tecidos, apresentando uma relativa baixa relacdo de massa por volume
de polimero. A estrutura altamente porosa de andaimes permite a penetracao celular
assim como a degradacéo do polimero. A velocidade de degradacéo ¢é afetada pela
morfologia do andaime e a maior superficie de contato aumenta a difusédo de
moléculas de agua para dentro do arcabouco polimérico quando s&o colocados em
ambiente aquoso, por exemplo, in vivo. Os polimeros sofrem uma cisdo randomizada
de suas cadeias por uma simples hidrélise da ligacdo éster e o monémero difunde-se
do arcabougo através da agua (WONG & MOONEY, 1997).
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O papel de atuacdo das enzimas na biodegradacdo do PLGA e PLA ainda
ndo se encontra bem definido, embora dados descritos na literatura afirmem que esse
processo ndo implica qualquer atividade enzimética, sendo a hidrdlise o Unico

mecanismo envolvido (JAIN, 2000).

A taxa de degradacado dos copolimeros de GA e LA é influenciada por
fatores que afetam a formacg&o da cadeia polimérica, cristalinidade e hidrofobicidade.
Uma vez que a degradacao € induzida pela hidrélise, uma estrutura cristalina ou uma

composicao polimérica hidrofobica desfavorecem a dissolucéo e degradacéo.
GOMBOTZ & PETTIT (1995) citados por WONG & MOONEY (1997) sumarizaram 0s
fatores especificos que afetam a cristalinidade e hidrofobicidade de copolimeros: (1) a
propor¢cdo de monémeros laticos e glicdlicos nos copolimeros; (2) a estéreo-
regularidade das unidades monomeéricas nos polimeros afetam a formacéo da cadeia;
(3) a falta de randomizacdo dos mondmeros laticos e glicélicos diminuem a habilidade
das cadeias de se cristalinizarem e (4) polimeros de baixo peso molecular degradam-
se mais rapidamente que polimeros de alto peso molecular, especialmente quando os
grupos finais séo acidos livres ao invés de grupos éster ou outros. Alguns desses
efeitos estruturais estéo ilustrados no GRAF. 2, que demonstra que a perda da massa
das amostras de polimeros PLA foi insignificante no periodo do experimento de
aproximadamente 50 semanas. Entretanto, aquelas amostras de copolimeros GA e LA
ou DL-PLA degradaram mais rapidamente, sendo que um aumento da propor¢éo de
GA aumentou a taxa de degradacdo (WONG & MOONEY, 1997).
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GRAFICO 2 - Perda da massa dos dispositivos fabricados a partir de
diferentes polimeros. Fonte: WONG & MOONEY (1997), p. 61
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2.4 Bioceramicas

A palavra ceramica é de origem grega, sendo derivada de “Keramos”, que
corresponde a “coisa queimada”. Materiais ceramicos podem ser definidos como
compostos soélidos formados pela aplicacdo de calor, algumas vezes calor e presséo,
constituidos por ao menos um metal (M) e um sdlido elementar ndo-metalico (SENM)
ou um nao-metal (NM), dois SENM, ou um SENM e um nao-metal (NM) (BARSOUM,
1997).

Bioceramica poderia ser definida, portanto, como uma ceramica para uso

bioldgico.

O interesse no fosfato de calcio como implantes de tecido 6sseo foram
inicialmente envolvidos na hipétese que a liberacao dos ions célcio poderiam estimular
a osteogénese (LERICHE & POLICARD, 1928 apud GRIFFON, 2002).

A partir da década de 70, as bioceramicas de fosfato de célcio vém sendo
largamente pesquisadas em varios paises visando a obtencdo de materiais que
possam servir como um substituto para o osso natural e atender as necessidades

reconstrutoras dos tecidos duros.

Uma euforia de expectativas do uso das primeiras bioceramicas de fosfato
de célcio sintetizadas ao final da década de 70 precedeu uma grande frustracdo em
relacdo aos resultados obtidos no seu emprego, devido ao relativo desconhecimento
do material e de suas possibilidades. As consequiéncias desse uso abusivo motivaram
a busca de mais conhecimento, ndo s6 do material, como também de suas interacdes
com o organismo. Assim, a medida que se amplia o conhecimento da fisiologia dos
tecidos duros, as biocerdmicas também vém sendo modificadas em seus aspectos
fisicos, quimicos, estruturais, a fim de se obter uma melhor interacdo desses materiais

com 0s processos regenerativos dos tecidos duros.

As biocerdmicas podem ser dividas em trés categorias: (1) bioinertes,
como alumina e zircbnia; (2) com superficie bioativa, como hidroxiapatita sinterizada,
Bioglass®; e (3) bioreabsorviveis, como hidroxiapatita ndo calcinada e néo sinterizada,
o- e [B- tricalcio fosfato (a-TCP e B-TCP), tetracdlcio fosfato, octacalcio fosfato, etc.
(SHIKINAMI & OKUNO, 1999).
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Diferentes biomateriais vém sendo pesquisados e colocados no mercado,
utilizados, sobretudo, na tentativa de recomposi¢do de tecidos duros, uma vez que
suas propriedades fisicas, quimicas e de biocompatibilidade sdo muito semelhantes as
do tecido 6sseo (HENCH et al., 1991; NAGAHARA et al., 1992; RAVAGLIOLI et al.,
1992; YUBAO et al., 1994).

O comportamento de uma biocerdmica depende, entre outras
caracteristicas, da sua estrutura fisico-quimica, da relacdo -calcio/fésforo e da
superficie especifica, de tal forma que para cada utilizacdo deve se considerar suas
caracteristicas e comportamento em funcdo dos processos regenerativos dos tecidos
duros desejaveis. Dessa forma, uma bioceramica com hidroxiapatita, quando obtida de
uma forma densa, policristalina, por sinterizacdo, pode ser empregada, por exemplo,
na fabricacdo de proteses para substituicdo de ossiculos do ouvido, ao passo que a
bioceramica com HA em forma granular muito fina € empregada em revestimentos

ceramicos de proteses metalicas (RECOPE, 2004).

Dos materiais que tém sido estudados para substituicdo Ossea, as
bioceramicas de fosfato de célcio mostram uma excelente biocompatibilidade, sendo
gue as bioceramicas que apresentam uma estrutura micro-macro porosa, bifasica, ou
seja, uma fase mais estavel (HA) e outra mais soltuvel (TCP), sdo esperados melhores

resultados como materiais de preenchimento (LIN et al., 1998).

HASHIMOTO-UOSHIMA et al. (1995), em um estudo histologico,
reportaram que a associacao das caracteristicas de rapida absor¢do do B-TCP com o
andaime inerte da HA densa propiciou uma ativa reposicao 0ssea a partir dos tecidos

Osseos adjacentes, tendo sido ativada por macréfagos.

WYKROTA et al. (1998) e WYKROTA et al. (1999) relatam em um estudo
longitudinal de 14 anos a utilizacdo da bioceramica Osteosynt® em reconstrucdes de
grandes perdas Osseas faciais e ortopédicas, inclusive no tratamento de osteomielites,
mostrando condicBes satisfatérias de resisténcia mecanica e médulo de elasticidade

do novo tecido 6sseo neoformado.

Osteosynt® é uma bioceramica de ultima geracdo, bifasica micro-macro
porosa, composta por 35% de RB-Trifosfato de Calcio (B-TCP), que € a fase mais
soluvel das bioceramicas de 22 geracao de R-TCP, e 65% de Hidroxiapatita (HA), que
€ a fase mais estavel das biocerdmicas de 12 geragdo de HA. Apresenta macro-poros
intercomunicantes, na faixa de 50u 400, que induzem uma resposta organica mais
efetiva, forte ligagdo e crescimento tecidual intrinseco e micro-poros

intercomunicantes, inclusive com os macro-poros, na faixa de 1y e 10p que aumentam
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o contato tecidual, a solubilidade e a capacidade de trocas com os liquidos organicos,
além de poros intermediérios de 10u a 50p (WYKROTA, 1991).

Esta estrutura arquitetbnica porosa indica esta biocerdmica como um
eficaz e importante veiculo condutor e liberador de farmacos e substancias num
periodo desejavel, assim como sua topografia superficial permite atividade metabdlica
osteoblastica e expresséo desejavel dos fenétipos adequados para cada etapa dos
fendbmenos de neoformacao tecidual (WYKROTA, 1991).

Em um estudo de incorporacdo e liberagdo de tetraciclina suportado pela
bioceramica Osteosynt®, BERNARDO (2000) concluiu sendo viavel a utilizagéo desse

sistema.

Dessa forma, a bioceramica Osteosynt® dispde de caracteristicas fisicas e
quimicas fundamentais para a engenharia de tecidos 6ssea, como estrutura
arquitetbnica, topografia de superficie, composi¢cdo quimica, micro-macro porosidades
intercomunicantes e capacidade de absorver, conduzir e liberar substancias. Além
disso, apresenta um acompanhamento clinico comprovado de longo tempo e registro
no 6rgdo competente desde 1995, sendo normatizado o seu uso pelo Sistema Unico
de Saude (SUS).

A formacéo de tecido 6sseo requer trés componentes basicos: 1) um sinal
osteindutor, isto é uma proteina osteoindutora; 2) um andaime que sirva como matriz
para a liberagé@o do sinal osteoindutor e como andaime para o novo osso formado e 3)
células hospedeiras capazes de sofrer diferenciagdo em células ésseas (RIPAMONTI
& DUNEAS, 1996).

Como dito anteriormente, um biomaterial ideal para a engenharia de tecido
0sseo deve ser nao-imunogénico, esculpivel e acessivel para se conseguir uma
adaptacdo otima aos contornos e as varias formas dos defeitos 6sseos, fornecendo
um suporte mecénico quando necessario. Além do mais, deve manter viaveis as
estruturas organicas do hospedeiro. Segundo RIPAMONTI & DUNEAS (1996), o mais
importante é o inicio 6timo da osteoconducdo com baixas doses de BMPs (“Bone
Morphogenic Proteins” — proteinas morfogenéticas) e promover rapidamente a
vascularizacdo e invasdo de células mesenquimais que entrem em contato com as
BMPs previamente absorvidas na matriz. Atualmente, os materiais a base de fosfato
de calcio e apatitas tém sido bastante usados na terapia de restauracdo 6ssea com
esse intuito (RIPAMONTI & DUNEAS, 1996).

Fosfatos de calcio como a hidroxiapatita sdo conhecidos por serem

osteocondutivos ou bioativos. Isto significa que eles agem como um modelo ao longo
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do qual pode ocorrer o crescimento 6sseo. Adicionalmente, a formagdo 6ssea pode
acontecer diretamente a superficie do material, obtendo-se uma forte adeséo ao tecido
0sseo. Por outro lado, a osteoinducdo é considerada como uma propriedade dos
materiais que induzem a formacado de tecido 6sseo. No passado, essa propriedade foi
descrita apenas para materiais que continham fatores protéicos osteoindutivos, como
as proteinas morfogenéticas (BMPs) (DE BRUIJN, 2003). Entretanto, recentemente,
estudos indicam uma possivel capacidade osteoindutiva de fosfatos de calcio quando
implantados intramuscularmente em modelos animais (YAMASAKI & SAKAI, 1992;
RIPAMONTI, 1996; RIPAMONTI & DUNEAS, 1996; YANG et al., 1996; DE BRUIJN,
2003). Geralmente, é assumido que a presenca de uma estrutura porosa e uma
geometria especifica do implante estabelece um papel crucial no carater osteoindutivo
do implante (DE BRUIJN, 2003). Dessa forma, a geometria do biomaterial tem provado
ser de importancia primaria para a geracdo do 0sso. A inducdo de morfogénese
tecidual especifica tem sido demonstrada pelo implante de matrizes biomiméticas que
induzem e canalizam a resposta morfogenética nos tecidos, incluindo a angiogénese,
com ou sem a adicdo de morfogenes osteogénicos, como as BMPs (COTELL et al.,
1996).

YAMASAKI & SAKAI (1992) descreveram ter encontrado a formacgéo
heterotdpica de osso ao redor de granulos de hidroxiapatita cerdmica porosa, mas nao
ao redor de granulos densos. Os granulos porosos tinham um tamanho entre 200 e
600 um e uma rede continua e interconectada, com uma microporosidade variando de

2 a 10 pum didmetro.

Em principio, qualquer material ceramico que é suficientemente
biocompativel pode ser usado como um implante em tecido vivo. Preferivelmente, o
material ceramico € capaz de prover uma superficie de fosfato de calcio, in vitro ou in
vivo, apresentando essa estrutura de superficie especifica. E preferido,
adicionalmente, que o material ceramico seja capaz de adsorver 0s agentes
biologicamente ativos, como fatores de crescimento (BMP’s etc.), in vitro ou in vivo.
Exemplos satisfatérios de materiais ceramicos incluem fosfato de calcio, biovidros e

materiais que contém calcio fosfato e/ou biovidros (RATNER et al., 1996).

Segundo RIPAMONTI (1999a,b), a hidroxiapatita porosa age como um
substrato solido para absor¢éo, armazenamento e liberacdo controlada de BMPs/OPs
(proteina osteogénica), iniciando localmente a formagéo de tecido 6sseo como uma
resposta secundéria. O autor cita diversos experimentos em que o tecido 6sseo
somente foi gerado em hidroxiapatita porosa litomorfica, ndo se obtendo o mesmo

resultado com a mesma hidroxiapatita na forma granular. Contudo, LOBO (2002)
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demonstrou osteoinduc&o intrinseca da bioceramica Osteosynt® na forma granular
para preenchimento de defeitos 6sseos de 5mm de didmetro em fémures de coelhos
New Zeland, sendo a formacao de tecido ésseo pela bioceramica superior aos grupos
sem preenchimento, com plasma rico em plaquetas (PRP) ou com bioceramica

associada ao PRP.

Entre as caracteristicas citadas das biocerdmicas, pode-se acrescentar
gque estas também poderiam funcionar como sistemas para liberacdo de farmacos,
entre 0s quais pode-se citar dispositivos para aumentar o crescimento ésseo e a
regeneracdo no tratamento de defeitos 6sseos (BERNARDO, 2000). Por causa da
pequena circulacdo sanguinea nos locais do defeito 6sseo, farmacos como
antibioticos, antimicrobianos e fatores de crescimento poderiam ser providos as
regides afetadas. Para uma maior efetividade de um sistema de liberacéo de
farmacos, o carreador precisa cumprir as exigéncias de seguranca, maior eficacia,
resposta terapéutica previsivel e periodos de liberacdo controlados e prolongados.
Foram desenvolvidos varios carreadores para encapsular farmacos, como polimeros
biodegradaveis sintéticos ou naturais e ceramicas bioativas, na forma de particulas,
membranas e matriz porosa. Dessa forma, aumentou-se o interesse da hidroxiapatita
como um dispositivo carreador de liberacao do farmaco devido a sua

osteocondutividade e biocompatibilidade (KIM et al., 2004).

Entretanto, as hidroxiapatitas apresentam algumas limitacdes, como: (1)
limitada capacidade de suportar carga de torcdo; (2) a pouca adequada tolerancia de
corte e (3) uma reabsorcdo minima quando as hidroxiapatitas puras, policristalinas séo
usadas. Por essas razfes, 0 seu uso em regifes esqueléticas submetidas a alto
esforco séo limitadas, o que ja ndo acontece da mesma forma com as biocerdmicas
bifasicas micro-macro porosas. Contudo, tem-se uma grande utilizacdo nos reparos
e/ou reconstrucdes das perdas Osseas em geral em odontologia e medicina
(RIPAMONTI & DUNEAS, 1996). Essas limitacGes colocam o desafio para se preparar

materiais com melhor performance na area.

Dessa forma, tratamentos superficiais e/ou a preparacdo de compdsitos
entre os diferentes biomateriais (metais, ligas metdlicas, ceramicas e polimeros, por
exemplo) sdo as estratégias hoje usadas para o melhoramento das propriedades e
otimizacdo do uso dos mesmos dentro de sua especificidade (RAMOSHEBI et al.,
2002).
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2.5 Compaositos: associacao de
biomateriais para a reconstrucao

0ssea

Devido ao fato de nenhum material simples possuir todas as propriedades
requeridas para o sucesso de um enxerto aloplastico, uma alternativa l6gica seria o
desenvolvimento de compdsitos de materiais que combinem a forca interfacial para

minimizar alguma caracteristica indesejavel (LAURENCIN & LU, 1999).

Em 1986, HIGASHI et al. relataram estudos in vitro e in vivo de compdsitos
formados a partir de PLA de diferentes pesos moleculares e hidroxiapatita onde se

observou a reabsor¢éo do polimero e neoformacéo éssea.

De acordo com HENCH (1998a), as propriedades mecéanicas de
compositos baseados em hidroxiapatita sdo as mais similares com as do tecido 6sseo
natural e, de acordo com IGNJATOVIC & USKOKOVIC (2004), a estrutura do
composito HA:polimero é a que mais se assemelha a estrutura do tecido 6sseo
natural, sendo que a matriz continua do polimero com particulas dos cristais de

hidroxiapatita finamente distribuidos seria similar ao componente colageno.

Em geral, compositos de polimeros e ceramicas sao desenvolvidos por
trés razdes: (1) otimizar as propriedades mecanicas do dispositivo; (2) criar um
compésito bioativo para promover a adesdo ao 0sso e (3) eliminar algum efeito

detrimental associado a interface (LAURENCIN & LU, 1999).

Uma vez que o enxerto sseo deve ser biocompativel, osteoindutivo,
osteocondutivo, possuir propriedades mecanicas similares as do osso natural e ser
capaz de suportar a angiogénese, uma variedade de dispositivos porosos
tridimensionais baseados em polimeros biodegradaveis ou ceramicas tém sido
considerados como andaimes para a engenharia de tecidos para o 0osso (LAURENCIN
et al., 1999).

56



Desse modo, particulas de hidroxiapatita séo frequientemente adicionadas
a matrizes de biomateriais para simular o tecido 6sseo natural, aumentar a producao
de colageno Tipo | e melhorar a resposta celular a estrutura biomimética (LAURENCIN
& LU, 1999). SHIKINAMI & OKUNO (1999) fabricaram compdésitos de hidroxiapatita e
PLA em vérias formas, incluindo parafusos, placas e pinos para serem usados como
dispositivos de fixacdo interna. ELGENDY et al. (1993) compararam a adesao e
expressao de fenotipo osteoblastico em compdsitos de HA:PLGA 50:50 versus a HA e
0 PLGA 50:50 isoladamente. Uma maior adesao celular foi observada no composito
HA:PLGA 50:50 do que no controle HA, e a expresséao fenotipica foi mantida tanto no
composito como no polimero PLGA 50:50 (ELGENDY, 1993).

YASUNAGA et al. (1999) fabricaram um compadsito de particulas de
hidroxiapatita ndo-sinterizada com PLA, apresentando uma forca de adesao inicial de
270 MPa. Essa forca de adeséo e o comportamento in vivo foram avaliados em um
modelo com coelhos. A for¢ca de adeséo do implante ao osso foi significantemente
maior com compoésito do que com o PLA separadamente e nenhum tecido fibroso foi

detectado na interface composito-osso (YASUNAGA et al., 1999).

Diversos pesquisadores vém estudando a formacao de compdsitos de

polimeros biodegradaveis e hidroxiapatita. TORMALA et al. (1993) examinaram a
possibilidade de se obter um biomaterial compdsito a partir da formacéo de laminas

baseadas em PLA e HA. VERHEYEN et al. (1993) sucederam a produgdo de um

composito pela mistura de HA com uma solugéo de PLA antes da polimerizagéo.
SHIKINAMI & OKUNO (1999) descreveram um procedimento para obtencdo de um
composito aguecendo-se uma mistura de HA:PLA com um componente de HA néo-

calcinada e ndo-sinterizada. IGNJATOVIC et al. (1999) sintetizaram blocos do

composito HA:PLA através de pulverizacédo do polimero sobre o componente de HA

com subsequiente prensagem fria e quente.

O presente trabalho pretende avaliar biologicamente os compadsitos
formados entre a bioceramica Osteosynt® e os polimeros biodegradaveis PLA e PLGA,
visando um biomaterial que combine a propriedade osteogénica da bioceramica e a

propriedade plastica e biodegradavel dos polimeros.
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2.6 Utllizacao da tetraciclina para a

neoformacéo 6ssea

O conceito de utilizar meios farmacoldgicos para redirecionar ou efetuar
uma resposta biolégica favoravel durante o curso da reconstrucao tecidual &
promissora. Exemplo disso é a incorporacao de um sistema de liberacdo controlada de
farmacos em préteses (GRECO, 1994). Dessa forma, agentes antimicrobianos vém
sendo embebidos em cimentos 6sseos ou catéteres para prevenir infec¢cdes (WONG &
MOONEY, 1997).

PARK et al. (1997) citam que a administracao sistémica de TCN na
concentracao de 100 mg/ml demonstrou uma atividade regenerativa éssea e que a
administracéo local de 10ug/ml, através de osso liofilizado, foi efetiva na regeneracéo

ossea.

Dentre os antibioticos mais comumente utilizados para a engenharia de
tecidos para osso destacam-se as tetraciclinas (FIG. 2), que tém como fonte
microbiana o Streptomyces aureofaciens, sendo um antibiético de largo espectro que
afeta organismos anaerdbicos e facultativos, bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e micoplasmas, por sua potente atividade bacteriostatica. A tetraciclina é
capaz de penetrar nas superficies de raizes e estender a duracdo de atividade que
segue sua aplicacdo tépica e entdo exibir uma alta substantividade (PATARO et al.,
2003).

HO CH, N(CH
‘ CONH,
OH OH O

FIGURA 2 - Estrutura quimica da tetraciclina

A tetraciclina exibe propriedades farmacoldgicas adicionais como atividade
anticolagenasica, inibicdo de reabsor¢do de o0sso, agdo antiinflamatoria e uma
habilidade para promover a adsorcdo de fibroblastos e tecido conectivo em superficies
radiculares (ESPOSITO, 1997; SEYMOUR, 1995; WIKESJO, et al., 1986)
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Adicionalmente, a tetraciclina pode servir como marcador para
microscopia. KOSE et al. (2003) detectaram a mineralizagdo produzida por
osteoblastos através de imagens produzidas por microscopia confocal. As partes
mineralizadas da matriz 6ssea foram fluorecentemente identificas pela incubagéo de
uma cultura de osteoblastos por 24 horas em uma solucéo de 3 pg/ml de tetraciclina
(KOSE et al., 2003).

As tetraciclinas apresentam grupos carbonil e amino que agem como
grupos quelantes através dos fons Ca**, Mg®* e AI**. Essa atividade foi relatada no
trato gastro-intestinal (ERICSSON et al., 1988), mas poderia ser extrapolada para uma

ades&o por quelagéo ao célcio (Ca*") da bioceramica.

O encapsulamento de farmacos em matrizes biodegradaveis sdo sistemas
comuns de liberacdo controlada. A dissolucdo da matriz € afetada por hidrélise ou
acdo enzimtica. Se a liberagdo do farmaco for governada somente pela
biodegradagédo da matriz, uma taxa constante de liberacdo pode ser obtida, de forma
gue a area superficial do dispositivo mantenha-se constante. Entretanto, esse fato
representa um caso idealizado que dificilmente ocorre. Na realidade, as moléculas do
farmaco podem difundir através da matriz. Isso € particularmente verdade se o
farmaco for hidrofilico, o que representa uma grande forca de difuséo (WONG &

MOONEY, 1997), o que poderia ocorrer com a tetraciclina.

A possibilidade de utilizacdo do PLGA como material para liberagédo
controlada de agentes bioativos tem sido comprovada, sendo esses polimeros
biodegradaveis os mais estudados para liberacdo de farmacos, tendo apresentado boa
biocompatibilidade (DOMB et al., 2001).

Assim como os polimeros biodegradaveis, sistemas de hidroxiapatita tém
sido desenvolvidos para a liberagdo de farmacos no tecido 6sseo em concentracdes
terapéuticas sem causar toxicidade severa no restante do organismo (OTSUKA et al.,
1990 citados por DASH & CUDWORTH, 1998). YU et al. (1993), citados por DASH &
CUDWORTH (1998), demonstraram uma liberacdo terapéutica constante de
antibiotico no sitio infectado e uma diminuicdo do tempo no processo de reparacao
O6ssea. MORRIS & BAJPAI (1989), citados por DASH & CUDWORTH (1998),
demonstraram, a partir de uma matriz de tricalcio fosfato, a liberacdo constante de

antibiéticos em um periodo superior a trés semanas diretamente no sitio da infecg¢ao.

Dessa forma, devido a essas caracteristicas da TCN, esse estudo propde

a utilizacdo da mesma nos compasitos para reconstrugdo 0ssea.
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2.7 A resposta tecido/implante

Uma vez que materiais sintéticos tém sido usados extensivamente nos
ultimos 50 anos, torna-se necessaria a compreensao das respostas celular e tecidual a
esses materiais. Ja é claro que a interagdo tecido-polimero envolve a liberagéo de
fatores quimiotaticos, entre outros, e essas moléculas induzem e sustentam uma

resposta inflamatoéria na area do implante (LAURENCIN et al., 1994).

A reacao inflamatdria do hospedeiro € uma resposta normal a injaria e
presenca de objetos estranhos. A magnitude e duragdo do processo inflamatério tém
um impacto direto na bioestabilidade e biocompatibilidade do biomaterial (KAO & LEE,
2001).

A inflamacao serve para conter, neutralizar, diluir ou cercar o agente ou
processo causador de uma injaria. Adicionalmente, a inflamacgéo desencadeia uma
série de eventos responsaveis pela cura e reconstituicao do sitio implantado do
hospedeiro através de reposicéo de tecido lesado pela regeneracao de células

parenquimais e/ou formac¢&o de um tecido fibroso cicatricial (RATNER et al., 1996).

Células sanguineas, tais como neutréfilos e mondcitos tém um papel
importante na resposta inflamatoria e na incorporacdo do implante. Linf4citos,
plasmécitos, células “natural killers”, macrofagos e células gigantes sao ativamente
envolvidos no complexo antigénico ou rea¢des imunolégicas que estdo associadas a
incorporacdo de transplantes ou implantes de origem natural. Reac¢des imunologicas
séo usualmente de menor importancia quando se utilizam materiais como polimeros

sintéticos, metais, ceramicas e carbono ou seus compadsitos (RATNER et al., 1996).

Linfécitos e plasmacitos migram mais lentamente que os neutréfilos para o
foco inflamatério, tendo acéo coadjuvante nas atividades macrofagicas. Reconhecem
antigenos e desenvolvem respostas para elimina-los, principalmente em quadros

inflamataorios crénicos e granulomatosos.

Fibroblastos tém um importante papel na incorporacdo do implante e estdo
envolvidos no processo de encapsulacdo do mesmo. Seus produtos, tais como

mucopolissacarideos — constituintes primarios da matriz de tecido conectivo — e 0s
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diferentes colagenos estdo envolvidos na aderéncia aos biomateriais. O fibroblasto e a
deposicdo de seus produtos ao longo das células endoteliais estdo envolvidos na
formacgao de importante microvasculatura para incorporacdo do implante (ZIATS et al.,
1988).

Neutréfilos e macrofagos estéo relacionados a reparacéo de ferimentos e
processo de cura, assim como a eliminacdo de bactérias que podem causar infeccéo
na area do implante e ameacar o processo de implantacdo. Neutréfilos estdo
principalmente envolvidos na fase aguda da inflamacgéo e tém relativamente curta vida
quando comparados aos macréfagos (e seus derivados) que estdo envolvidos na

inflamacao cronica e fase de cura (ZIATS et al., 1988).

O macroéfago parece ter um papel significativo na regulacdo da reparacéo
de feridas. Macréfagos ativados estimulam a neovascularizacdo, sintese e deposicdo
de colageno. Também produzem fatores quimiotaticos para fibroblastos e secretam

colagenases envolvidas na quebra do tecido conjuntivo (LAURENCIN et al.,1994).

Muitos fatores contribuem para a resposta biolégica a um material no meio
implantado, tais como formulagdo quimica, tamanho, formato, sitio de implantacédo e
duragcdo do material implantado com o tecido. Caracteristicas superficiais de
biomateriais e eventos decorrentes das interfaces dos biomateriais tém sido criticas
para aceitacdo, integracdo e durabilidade de um implante. Um implante de um
biomaterial deve ter caracteristicas de superficie que promovam a adeséo de células
eucariotas adequadas e crescimento de tecido fibrovascular (LAURENCIN et al.,
1994).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram avaliar a influéncia da associacédo de
polimeros biodegradaveis em uma matriz biocerdmica com adicdo de tetraciclina,

mediante:

« Graus de citotoxicidade in vitro;
» Padrdes de resposta inflamatoria in vivo;
» Caracteristicas da superficie dos biomateriais;

« Padrdes de degradacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancias, reagentes, células e animais utili ~ zados

Substancias para estudo in vitro e in vivo:

Osteosynt ® (Bioceramica de Trifosfato de célcio e Hidroxiapatita) (BC)
Granulometria: 80x60 Mesh

Fabricante: Einco Biomaterial Ltda., Belo Horizonte, Brasil.

D,L Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50, PLGA
Viscosidade: 0,39 dL/g em HFIP a 30°C
Lote: D01079

Fabricante: Birminghan Polymers, Inc., Birminghan, USA

D,L Poli (Acido Latico), PLA
Viscosidade: 0,36 dL/g em CHCI; a 30°C
Lote: D020015

Fabricante: Birminghan Polymers, Inc., Birminghan, USA

Diclorometano
Teor: 99.5%
Densidade: 1.320 -1.328 g/mL a 20°C
Lote: 24684

Fabricante: Quimex, Brasil.

Cloridrato de tetraciclina (TCN)
Teor: 99%
Lote: 17098689, USA.

Fabricante: Merck
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Células para testes in vitro:

* Linhagem celular: L-929 (fibroblastos tumorigénicos de camundongo)
cedida pelo Prof. Dr. Hugo Aguirre Armelin do Instituto de Quimica,
USP, para a Prof®. Dr®. Miriam Tereza Paz Lopes do Laboratério de
Substancias Antitumorais do Departamento de Farmacologia, Instituto

de Ciéncias Biologicas, UFMG.

Animais para testes in vivo:

e Camundongos machos Swiss, outbread,
Idade aproximada: 8 semanas
Peso aproximado: 30g
Origem: Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG (CEBIO)

4.2 Testes de citotoxicidade

Os testes foram realizados em parceria com o Laboratério de Substancias
Antitumorais do Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
UFMG, sob coordenacédo das Prof®. Dr?. Miriam Tereza Paz Lopes e Regina Maria De

Marco Turchetti Maia.
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4.2.1 Preparagao dos compostos

A preparacdo dos compositos foi realizada no Departamento de Quimica,
Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG, sob coordenac¢do do Prof. Dr. Rubén Dario

Sinisterra.

Os compésitos foram preparados utilizando-se o0s  polimeros
biodegradaveis PLGA 50:50 e de PLA dispersos em uma matriz da bioceramica
Osteosynt® de granulometria 80x60 Mesh, adicionando-se ou ndo tetraciclina. A

unidade Mesh pode ser convertida para micrémetros de acordo com o QUADRO 7.

QUADRO 7 - Converséo da unidade Mesh para unidade micrémetro

Mesh Tamanho da particula ( um)
20 850
40 425
60 250
80 180
100 150
200 75

Fonte: Norma ASTM STP 447 E US Standard

Objetivando-se um__composito _com a menor__proporcdo possivel

polimero:bioceramica, entretanto sem perder as caracteristicas mecanicas e a

plasticidade, decidiu-se padronizar os compgsitos ha proporcdo de 25:75, ou seja, 1

parte de polimero para 3 partes de ceramica. A escolha foi feita de acordo com
HOLLINGER & BATTISTONE (1986) e LIN et al. (1998), os quais descrevem que a

composicao de tecido 6sseo_(organico/inorganico) no tecido ésseo estd na mesma

propor¢ao anterior.

A bioceradmica e o PLGA pulverizado foram pesados em balanca analitica.
Esses sélidos foram transferidos quantitativamente para um almofariz, sendo
adicionados, posteriormente, 0,20 mL de diclorometano para cada grama de
compoésito. A mistura foi homogeneizada até parcial evaporagcdo do solvente.
Paralelamente, realizou-se o mesmo procedimento para obtencdo de composito
utilizando PLA.
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4.2.1.1 Incorporagao de tetraciclina aos compositos

De acordo com GOODSON (1987), a concentracdo minima inibitéria de

TCN necesséria para inibicdo do crescimento in vitro de 90% (MICgy) € de 32 pg/ml

para bactérias Gram-positivas e 0,5ug/ml para bactérias Gram-negativas. Dessa

forma, decidiu-se utilizar a concentracdo de 0,01% p/p de TCN nos compositos, que

corresponde a 10% da concentracéo utilizada nos estudos in vivo (0,1% p/p).

4.2.1.2 Preparagdo de pastilhas dos compositos

Baseados em testes prévios foram preparadas pastilhas de
aproximadarmente-7mm de diametro sob uma press&o constante de 250 kg/m? por 5
minutos (prensa marca CARVER hidraulic model # 3912, CARVER, INC.) e
esterilizados por 6xido de etileno (Curar — Centro de Esterilizacdo Especializada Ltda.,

Belo Horizonte — MG)._A massa das pastilhas foi de 150 mg para os testes in vitro.

4.2.2 Avaliagao da citotoxicidade

Os testes para determinacdo bioldgica da citotoxicidade in vitro de
biomateriais avaliam os efeitos produzidos pelo contato dos mesmos com células de
tecido conjuntivo de rato (fibroblastos de linhagem celular L-929). Dessa forma,
realizou-se o teste de contato direto (ASTM F-813 - ASTM, 1995a; ISO, 1992) e o
teste de eluicdo (USP - XXIIl) de acordo com as normas ISO 10.993-5.
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4.2.3 Cultivo de linhagens celulares

As células da linhagem L929 foram cultivadas em meio RPMI 1640
contendo 5% de soro fetal bovino (FBS) em frascos de cultura em estufa umidificada
mantida a temperatura constante de 37°C, numa atmosfera de 5% de CO,. Antes de
atingirem a confluéncia, as células foram tripsinizadas para serem subcultivadas para

utilizacdo imediata.

4.2.3.1 Método por contato direto - norma ASTM F-81 3

Suspensao celular da linhagem L929 foi distribuida em placas de Petri de
35 mm de diametro e incubadas por um periodo de aproximadamente 48 horas. Apds
a obtencdo da confluéncia adequada (80 - 90%), o meio de cultura foi aspirado e
substituido por um meio de cultura fresco (RPMI 1640 + 5% FBS). Conforme requisito
das normas ASTM F-813, utiliza-se para esse teste polietileno de alta densidade como
controle negativo e latex como controle positivo. Para tal, amostras desses materiais,
assim como pastilhas dos materiais teste foram previamente esterilizadas por 6xido de
etileno (Curar — Centro de Esterilizacdo Especializada Ltda., Belo Horizonte — MG)
sendo posteriormente colocadas em contato direto com a monocamada celular. As
culturas celulares foram incubadas por 24 horas na presenca das amostras para se
avaliar as propriedades citotoxicas das mesmas. Os experimentos foram realizados

em triplicata.

Apbs a delimitacdo da area de contato das amostras na superficie externa
das placas, removeram-se as pastilhas e a monocamada celular foi corada com
solucédo de cristal violeta. O indice de zona (1Z) corresponde a area ou zona clara onde
as células ndo foram coradas pelo cristal violeta (QUADRO 8) e o indice de lise (IL)
indica a porcentagem de células degeneradas ou afetadas dentro da zona de
toxicidade (QUADRO 9) que foram estabelecidos para cada placa de cultura apos
andlise microscopica. O indice de zona (1Z) e os indices de lise (IL) sé@o relacionados

para fornecer o indice de resposta (IR) através da expressao:
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IR=1Z/IL

QUADRO 8 - Descri¢ao da zona afetada e respectivos indices de zona (12)

1z Descrigéo Classificacéo

0 Nenhuma zona sob e ao redor da amostra Nenhuma

1 Zona limitada sob a amostra Leve

2 Zona inferior a 0,5cm ao redor da amostra Suave

3 Zona limitada entre 0,5 e 1,0cm ao redor da amostra Moderada

4 Zona superior a 1,0cm ao redor da amostra, porém sem Severa

envolver toda a placa

5 Zona que envolve toda a placa Severa
QUADRO 9 - Descricao da lise provocada e respectivos indices de lise (IL)

IL Descricdo Classificagéo

0 Nenhuma lise Nenhuma

1 Menos do que 20% da zona afetada Leve

2 Entre 20 e 39% da zona afetada Suave

3 Entre 40 e 59% da zona afetada Moderada

4 Entre 60 e 80% da zona afetada Severa

5 Mais do que 80% da zona afetada Severa
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4.2.3.2  Método por Eluicdo - USP XXIII

Este teste é utilizado para determinar a reatividade biologica de extratos
dos materiais, principalmente dos polimeros de alta densidade. Os extratos foram
preparados a partir das pastilhas dos materiais, polietileno de alta densidade como

controle negativo e latex como controle positivo. Os meios extratores de cultura (RPMI
1640 + 5% de FBS) com as respectivas amostras dos materiais foram incubados por
24 horas a 37°C, na presenca de 5% de CO,,

Semelhantemente ao teste de contato direto, suspensdo celular da
linhagem L929 foi distribuida em placas de Petri de 35 mm de didmetro e incubadas
por um periodo de aproximadamente 48 horas. ApOs a obtencdo da confluéncia
adequada, o meio de cultura foi aspirado e substituido pelos extratos das amostras e
dos controles negativos e positivos. As placas foram incubadas por 48 horas a
temperatura constante de 37°C em estufa umidificada contendo uma atmosfera de 5%
de CO,. Ap6s o tempo de incubacéo, as placas foram examinadas microscopicamente.
Os experimentos foram realizados em triplicata.

A reatividade biol6gica no teste estd descrita numa escala de 0 a 4
(QUADRO 10). As respostas observadas no teste serdo consideradas adequadas se
corresponderem aos graus de reatividade estabelecidos pelos padrbes utilizados:
negativo (GRAU 0) e positivo (GRAU 4), sendo que para se preencher as exigéncias
do teste nenhuma das culturas celulares expostas aos seus eluatos deve apresentar

reacao superior ao GRAU 2 (reac¢do leve ou benigna).
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QUADRO 10 - Graus de reatividade para o teste de eluicdo

Grau Classificagédo Condigbes da cultura
0 Nenhuma Discretos granulos intracitoplasmaticos; nenhuma lise celular
Leve N&ao mais que 20% das células sdo arredondadas, frouxamente

ligadas e sem granulos intracito-plasmaticos; lise celular rara

2  Suave 50% das células sédo arredondadas e desprovidas de granulos
intracitoplasmaticos; lise celular extensa e areas vazias entre
células

3 Moderada 70% da camada celular contém células arredondadas e/ou que
sofreram lise

4  Severa Completa destruicdo da camada celular

Fonte: USP XXIlII

4.3 Testes de avaliagdo bioldégica in vivo

Os testes de biocompatibilidade foram realizados em parceria com o
Laboratério de Imunobiologia do Departamento de Bioguimica e Imunologia, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, UFMG, sob coordenacéo da Profa. Dra. Ana Maria Caetano de

Faria.

4.3.1 Preparacdo dos compostos

A preparacdo dos compositos foi realizada no Departamento de Quimica,
Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG, sob coordenacdo da Prof. Dr. Rubén Dario

Sinisterra.

72



De forma semelhante aos testes de citotoxicidade, foram preparados
compaositos a partir dos polimeros biodegradaveis PLGA 50:50 e de PLA dispersos em
matriz de bioceramica Osteosynt® 80x60 Mesh, assemelhando-se & proporcdo de
parte inorganica e organica da constituicdo 0ssea, estabelecendo-se uma proporgéo
de 25% p/p de polimero para 75% p/p de bioceradmica, adicionando-se ou ndo 0,1%
p/p de TCN.

Dessa forma, estabeleceram-se 0s seguintes grupos teste: PLGA:BC,
PLGA:BC + 0,1% de TCN, PLA:BC e PLA:BC + 0,1% de TCN e controle: PLGA, PLA e
BC.

4.3.2 Preparacao de pastilhas dos compésito s

Os materiais testados foram conformados em pastilhas de
aproximadamente 7mm de didmetro sob pressdo de 250 kg/m? por 5 minutos (prensa
marca CARVER hidraulic model # 3912, CARVER, INC.) e esterilizados por 6xido de
etileno (Curar — Centro de Esterilizacdo Especializada Ltda., Belo Horizonte — MG). A

massa das pastilhas foi de 50 mg para os testes in vivo.

4.3.3 Avaliacdo da resposta biolégica  in vivo

Os efeitos locais de um dispositivo implantavel ou um material em um
tecido séo avaliados por procedimentos que introduzem o material ou o dispositivo, ou
uma porcao representativa, dentro do tecido. Espera-se cicatrizar a regido implantada,
a qual é posteriormente removida para exames macro e microscéopicos da resposta
tecidual de acordo com varios parametros, como fibrose, degeneracéo, presenca de
células fagocitarias, necrose, infiltragcdo de células adiposas e debris externos
(ANAND, 2000).
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Nesse trabalho foram adaptadas as normas ISO 10993-6 (“Tests for Local
Effects after Transplantation”) e o Guia do Ministério de Saude e Bem-Estar do Jap&o
(Ministry of Health and Welfare — MHW). O QUADRO 11 compara as normas ISO
10993-6 e as do MHW 1995.

QUADRO 11 - Normas para avaliacdo da biocompatibilidade dos materiais propostas
por ANAND (2000)

ISO 10993-6 MHW 1995
Tempos para O suficiente para alcancar o 7 dias e 4 semanas
avaliacao estado de cicatrizacéo

normal dos tecidos (2, 4, 6 e

12 semanas)

Numero de animais Pelo menos 3 animais para Pelo menos 4 animais para
cada tempo de avaliacdo cada tempo de avaliacdo
(coelhos) (coelhos)

Numero de amostras  No minimo 8 amostras por N&o especificado

por avaliacdo periodo para o material teste
e controle

Critério de avaliacdo  Avaliacdo comparativa das Teste positivo se mais que 2
respostas do grupo teste e dos 4 sitios de implantacéo de
do controle cada animal exibirem uma

resposta significativa
comparadas aos sitios

controle

Fonte: ANAND (2000) p.206

Dessa forma, foram utilizados 3 animais para cada grupo teste (PLA:BC,
PLA:BC + TCN, PLGA:BC, PLGA:BC + TCN) e seus respectivos controles (BC, PLA,
PLGA), sendo implantadas 2 pastilhas diferentes em cada animal. O periodo de
avaliacao foi de 1, 7, 13, 21, 28 e 56 dias. Também foram usados como controle

tecidos subcutaneos de animais incisionados e de animais higidos.

O evento histolégico preponderantemente avaliado foi a inflamacéo, a
partir de uma analise semiquantitativa do nimero de células inflamatérias dos cortes
sobre toda a &rea que estava em contato com as pastilhas. Essa contagem foi

realizada por meio de um reticulo acoplado a lente do microscopio.
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Por fim, a interpretacdo dos resultados foi feita de acordo com o quadro
reacional dos tecidos em contato com o0S materiais em teste, sendo a
biocompatibilidade classificada com aceitavel ou ndo aceitavel (ISO 10993-5, 1994;
STANLEY, 1985).

Sendo aceitavel para:
a) Discreta ou nenhuma reacgdo tecidual em todos os periodos avaliados;

b) Moderada ou intensa reacédo tecidual aos 7 dias, a qual se reduz de intensidade
com o decorrer dos periodos, atingindo o escore de reacao tecidual ndo significante

aos 60 dias.
E nao aceitavel para

a) Nao significante ou discreta reacdo tecidual aos 7 dias, sendo que a intensidade

desta reacéo atinge o escore de moderado ou intenso aos 60 dias;

b) Modera ou intensa reacao tecidual em todos os periodos avaliados.

434 Animais

Foram utilizados 45 camundongos machos Swiss, outbread, com
aproximadamente 8 semanas de idade e 30g. Os camundongos foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (CEBIO) e foram
mantidos ad libitum no Biotério dos Laboratérios de Imunobiologia e de Imunofisiologia

—ICB — UFMG, com racéo padrao para camundongos e agua filtrada.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG, parecer 014/04.

4.3.5 Implantes
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Para realizacdo dos implantes (FIG. 3) os animais foram devidamente
anestesiados. Para tal, foi preparada uma solu¢do anestésica contendo 10ml de
solucéo salina fisiologica, 1ml de solucdo a 10% do anestésico ketamina (Agener, S&o
Paulo, SP) e 1ml do sedativo, analgésico e relaxante muscular Calmiun® (Agener, S&o
Paulo, SP). A dose aplicada por via intraperitoneal em cada camundongo foi de 0,01ml

dessa solucéo para cada grama de peso dos mesmos.

Os animais anestesiados foram submetidos a tricotomia na regido dorsal.
Apbés anti-sepsia local com etanol 70%, foi realizada uma incisdo mediana dorsal
entres as espinhas iliacas com divulsdo do tecido subcutaneo em direcdo cranial e
caudal. Em seguida, as pastilhas foram introduzidas na regido interescapular e em

direcdo caudal, sendo implantadas 2 pastilhas de grupos diferentes em cada animal.

A incisdo foi suturada (fio de sutura, Catgut simples 5-0, agulha curva %
CR 2,0cm, Brasuture, S.S. Grama, SP) por meio de ponto duplo, seguindo-se de
aplicacdo local de anti-séptico. Todos os procedimentos foram realizados em camara

de fluxo laminar.
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FIGURA 3 - Implantacdo dos compoésitos. A) animal anestesiado; B)
tricotomia; C) incisdo; D) divulsédo do tecido; E) pastilha; F) Implantacdo da

pastilha; G) sutura; H) aplicacao de analgésico e anti-séptico topicos
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4.3.6 Remocéao dos implantes

Apbs 1, 7, 13, 21, 28 e 56 dias, os camundongos foram sacrificados por
superdosagem de anestésico objetivando-se a auséncia de qualquer tipo de
sofrimento, além de manter a integridade dos tecidos adjacentes e dos implantes,
assim como a auséncia de sangramento na area, permitindo a identificacdo e

recuperacao dos mesmos.

A seguir, os animais foram submetidos a uma incisdo mediana na regido

dorsal para remocédo dos compositos e analise histoldgica.

4.3.7 Histologia

O processamento histolégico foi realizado em parceria com o Laboratério
de Patologia da Faculdade de Odontologia — UFMG, sob coordenacgdo da Profa. Dra.

Maria Cassia Ferreira de Aguiar.

Imediatamente apds a remocédo das pastilhas, os tecidos sob os implantes
foram removidos e fixados em uma solugcdo de formol a 10% por 24 horas.
Posteriormente, os tecidos foram desidratados através de séries gradativas de
solucBes de etanol a 80%, 95% e 99,9%, sendo 1 hora para cada concentracdo. Em
seguida, o material foi imerso em xilol para retirada do excesso de alcool e para torna-

lo translacido. Apos esse tratamento, o material recebeu dois “banhos de parafina”.

O material incrustado foi cortado em micrétomo e os cortes, com espessura
de 5um, foram usados para coloracdo com hematoxilina-eosina para posterior anélise

por microscopia 6tica.

A andlise das laminas foi conduzida neste mesmo laboratério e no

Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da UFMG.
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4.3.8 Andlise estatistica

Num primeiro momento foram feitas analises descritivas dos dados a fim de
se ter uma visdo geral e clara dos dados apresentados. Estas analises iniciais
incluiram ainda a construcdo de graficos tipo Box-plot para cada dia e para cada
material. O Box-plot é um gréfico que possibilita a visualizagdo da variabilidade e dos

valores meédios das observacdes.

Em seguida, foi utilizada a técnica estatistica de Andlise de Variancia
(ANOVA) para verificar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre

0s materiais e entre os dias do experimento.

Ao constatar diferenca estatisticamente significativa em qualquer um dos
casos, foi aplicado o teste estatistico de Duncan para avaliar as diferencgas, ou seja,

para se definir quais os grupos se distinguem uns dos outros.

O nivel de significancia adotado para os testes (ANOVA e Duncan) foi de

5%, o mesmo utilizado para a obtencéo dos intervalos de confianca.

4.4 Avaliacdo microscépica da superficie  das pastilhas

As pastilhas dos materiais implantados nos camundongos foram retiradas
nos seus devidos tempos e acondicionadas por 6 horas em solugéo de glutaraldeido a
2% em tampéo fosfato de sédio, pH 7,4, e subsequentemente submetidas a uma
desidratagédo alcodlica e mantidas a 37°C por 24 horas.

As imagens eletromicroscopicas foram obtidas por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) a 20,0 KV, usando um equipamento JEOL-JSM-840A, do
Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Instituto de Geociéncias da

UFMG e o Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN)
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencao dos compdsitos entre polimeros e bioc  eramica

Os compdsitos obtidos a partir dos polimeros biodegradaveis PLGA e PLA
em uma matriz de bioceramica, adicionando-se ou ndo TCN, sob pressdo constante
de 250 Kg/m? durante 5 minutos mostraram-se modelaveis, flexiveis e prontamente

habeis a atender necessidades cirdrgicas para reconstrucdo 0ssea em geral.

A formacgéo dos compdsitos proporcionou uma melhora da propriedade de
friabiliadade da bioceramica, consequentemente melhorando as propriedades de

manuseio e modelagem do material a frio e a quente.

Torna-se importante mencionar que o0 compésito endurece depois
decorridas algumas horas. Porém, acrescentando-se gotas de diclorometano ao
mesmo e macerando-se em gral de &gata, assim como se aquecendo a uma
temperatura de aproximadamente 75°C, obtém-se novamente a consisténcia citada

anteriormente.
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52 Testes de citotoxicidade

5.2.1 Teste de contato direto - norma ASTM F- 813

A TAB. 1 apresenta os indices de zona afetada (1Z2), de lise (IL) e de
resposta (IR) produzidos pelo contato dos compésitos com adicdo de TCN 0,01% e
seus controles com as monocamadas celulares, de acordo com a classificagdo da
ASTM (“American Society for Testing and Materials”) (QUADROS 8 e 9, item 4.2.3.1)
para o teste de contato direto. Embora os materiais analisados tenham apresentado
baixa citotoxicidade, os compositos contendo o polimero PLGA expressaram um maior
grau de toxicidade (IR=1/4) do que os com PLA (IR=1/1).

A BC apresentou-se bastante quebradica, dissolvendo-se parcialmente, ao
entrar em contato com 0 meio-soro, apresentando um IR=1/3. O PLA também,
apresentou um IR=1/3, contudo, o composito PLA:BC, 25:75, apresentou um IR=1/1,

com ou sem a adigcdo de TCN, ou seja, menor que essas substancias separadamente.

Em relacdo aos compdsitos formados a partir do PLGA, pode-se observar
gque 0s mesmos apresentaram um IR=1/4, sendo maior que o da BC (IR=1/3) e igual
ao PLGA (IR=1/4) separadamente, com ou sem a adicdo de TCN. Desse modo, a
formacdo do compédsito PLGA:BC nao resultou na diminuicdo da toxicidade do PLGA

ou BC, mantendo-se o IR constante.

Em relacdo a TCN adicionada aos compdésitos, pode-se dizer que a

mesma, na concentracao de 0,01%, ndo afetou o IR das amostras em teste.
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Em suma, os resultados obtidos a partir desse experimento demonstram

que o compodsito da bioceramica associada ao PLA apresentou o menor grau de

citotoxicidade (IR=1/1) que quando associada ao PLGA (IR=1/4).
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TABELA 1 - Citotoxicidade in vitro de compadsitos formados pela associacéo de

bioceramica com diferentes polimeros biodegradaveis; teste de contato direto (ASTM

F-813)*

Materiais 1Z IL IR n
Branco 0 0 0/0 3
Polietileno de qlta densidade 0 0 0/0 3
(controle negativo)
Latex (controle positivo) 2 5 2/5 3
PLA 1 3 1/3 3
PLGA 1 4 1/4 3
BC 1 3 1/3 4
PLA:BC 1 1 11 3
PLGA:BC 1 4 1/4 3
PLA:BC + TCN 0,01 % 1 1 1/1 3
PLGA:BC + TCN 0,01 % 1 4 1/4 3

*cultura de fibroblastos linhagem celular de L-92Q. 1Z: indice de zona, IL: indice’de lise, IR: indice de
resposta, n: tamanho da amostra, PLA: D,L Poli (Acido Latico), PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicélico)

50:50, BC: bioceramica, TCN: tetraciclina
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5.2.2 Teste por eluigdo - USP XXl

A TAB. 2 apresenta a avaliacdo da citotoxicidade dos eluatos dos materiais
junto as monocamadas celulares de acordo com a classificacdo da USP-XXIII
(QUADRO 10, item 4.2.3.2). Os eluatos dos compositos PLA:BC e PLGA:BC, com ou
sem TCN 0,01%, e dos polimeros PLA e PLGA, separadamente, apresentaram niveis
leves de reatividade (grau 1), uma vez que ndo mais que 20% das células
apresentaram-se  arredondadas, frouxamente ligadas e sem  granulos
intracitoplasmaticos, com rara lise celular. Entretanto, a BC apresentou uma
reatividade moderada ao teste, com 70% da camada celular contendo células

arredondadas e/ou que sofreram lise.

TABELA 2 — Citotoxicidade in vitro de compoésitos formados pela associacédo de

bioceramica com diferentes polimeros biodegradaveis; teste de eluigdo (USP- XXIII)*

Material Grau de reatividade n
Polietileno de alta densidade
; 0 3
(controle negativo)
, i 3 3
Latex (controle positivo)
PLA 1 3
PLGA 1 3
BC 3 3
PLA :BC 1 3
PLGA:BC 1 3
. 1 3
PLA :BC + TCN 0,01 %
1 3

PLGA:BC + TCN 0,01 %

*cultura de fibroblastos Iir)hagem celular de L-929. n: tamanho da amostra, PLA: D,L Poli (Acido
Latico), PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50, BC: bioceramica; TCN: tetraciclina
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5.3 Testes de biocompatibilidade in vivo

5.3.1 Anadlise descritiva semiquantitativa e analise estatistica

Para os testes de biocompatibilidade, foram analisados o0s cortes

histologicos de pele de camundongos.

Para realizacdo das andlises estatisticas, foi realizada uma contagem
semiguantitativa do namero de células inflamatdrias presentes nos tecidos retirados
dos camundongos sobre toda a area que estava em contato com as pastilhas. Essa
contagem foi realizada por meio de um reticulo acoplado a lente do microscopio.

Dessa forma, foram aplicados os testes ANOVA e Duncan (item 4.3.6).

Para facilitar a analise dos dados, atribuiram-se siglas aos grupos, sendo:

N1 =PLGABC
N2 =PLGA:BC + TCN 0,1 % p/p

N3 =PLABC

N4 =PLA:BC+TCNO,1% p/p
Cl1 =PLGA

C2 =PLA

BC = Bioceramica

A = Animal apenas incisionado
X = Animal higido
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TABELA 3 — Andlise descritiva da resposta inflamatéria dos camundongos 1 dia apos

a implantacdo dos materiais

DIA1

95% Confidence
Ly Desvio Interval for Mean - Lo
N Média Padrio Limite Limite Minimo | Maximo
inferior | superior
N1 48| 50,0208 32,6728 40,5336 59,508 13 177
N2 32 17,875/ 10,1846| 14,2031 21,5469 5 48
N3 29 31,8621 19,0876 24,6015/ 39,1226 13 114
N4 35| 56,5143 24,8008 47,9949 65,0337 16 123
C1l 27| 37,4815 21,4339 29,0025/ 45,9605 10 100
C2 37| 26,8919 10,7025 23,3235/ 30,4603 11 48
BC 71 9,5211 5,1765 8,2959| 10,7464 2 27
A 41 5 3,6606 3,8446 6,1554 1 16
X 89 1,1798 2,304 0,6944 1,6651 0 21
Total 409| 21,6822 24,9998 19,2521| 24,1122 0 177
ANOVA: p-valor = 0,0000
Duncan:
N1 | =PLGA:BC
N2 =PLGA:BC+ TCN 0,1 % p/p
N3 | =PLA:BC
N4 =PLA:BC+ TCN 0,1 % p/p
Cl =PLGA
C2 =PLA
BC = Bioceramica
A = Animal apenas incisionado
X = Animal higido

N
s

—l-

V17LN

-1

Ne 2 2 b 2 37 7 a 8
NN N2 N3 M Cl C2 BC A

DIA 1_MATERIAL

GRAFICO 3 - Variabilidade e valores médios da
resposta inflamatéria dos camundongos 1 dia

apos a implantacdo dos materiais
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre 0s materiais no dia 1.
O teste de Duncan indica 0s seguintes grupos estatisticamente
semelhantes e em ordem crescente de numero de células inflamatérias:
o X
o A
BC
N2
C2e N3
N3 C1
N1 e N4

O O O o o

Os grupos N1 e N4 sdo os que apresentam maior meédia e maior
variabilidade. O grupo BC é o que apresenta média e variabilidade mais préxima aos
controles X e A, que além das menores médias, Sa0 0S grupos que apresentam menor

variabilidade.
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TABELA 4— Andlise descritiva da resposta inflamatoéria dos camundongos 7 dias apos

a implantacdo dos materiais

DIA7
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Mez_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
N1 25 12,44 4,2139| 10,7006| 14,1794 5 20
N2 36 8,25 5739 6,3082 10,1918 1 27
N3 25 4,76/ 11,7861 4,0228 5,4972 2 8
N4 38| 5,9737| 3,7596] 4,7379] 77,2094 2 20
Cl 39 5,5897 2,633 4,7362] 16,4433 1 13
C2 22| 7,3636|] 3,9587] 5,6085  9,1188 4 16
BC 31| 4,4194| 3,2329  3,2335 5,6052 0 14
A 26| 4,2692] 2,8222] 3,1293] 5,4091 0 14
X 89 1,1798 2,304 10,6944, 1,6651 0 21
Total 331 5,0967| 44,6086 4,5984 5,595 0 27
N1 | = PLGABC ANOVA: p-valor = 0,00000
N2 =PLGA:BC+ TCN 0,1 % p/p Duncan:
N3 | =PLABC :
N4 =PLA:BC+ TCN 0,1 % p/p
Cl =PLGA
C2 =PLA
BC | = Bioceramica
A = Animal apenas incisionado
X = Animal higido

V19LN

4,0
3,51
30 Ops3
2,54

2,04

1,51

=

N= 2 36 2 38 39 2 31 2 89
N1 N2 N3 N4 C1 Cc2 BC A X

1,01

51

0,01 Ous  pzs

-5

DIA 7_MATERIAL

GRAFICO 4 - Variabilidade e valores médios
da resposta inflamatéria dos camundongos 7
dias ap06s a implantagéo dos materiais
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre 0s materiais no dia 7.
O teste de Duncan indica 0s seguintes grupos estatisticamente

semelhantes e em ordem crescente de nimero de células inflamatérias:

A, BC e N3
N3,Cle N4
C1,N4,C2e N2
N1

o O o o

As médias dos grupos observados se encontram proximas, o que justifica
0 pequeno numero de grupos indicados pelo teste de Duncan, assim como Varios
materiais considerados estatisticamente semelhantes. A variabilidade dos grupos
também é semelhante. Entretanto, aos se comparar os compdsitos entre si, 0s
formados a partir do PLA (N3 e N4) apresentaram menor média e menor variabilidade
do que os formados com PLGA (N1 e N2). Ao se avaliar a influéncia da tetraciclina,
verifica-se que o grupo PLGA:BC + TCN 0,1 % p/p (N2) apresentou menor média que
0 mesmo compdsito sem TCN (N1). A reciproca € verdadeira para os compdsito
PLA:BC (N3) e PLA:BC + TCN 0,1 % p/p (N4).
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TABELA 5 — Analise descritiva da resposta inflamatéria dos camundongos 13 dias

apos a implantacdo dos materiais

DIA 13
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Me:_an Minimo | M&ximo
Padréo Limite Limite
inferior | superior
N1 17| 12,5294 5,9804| 9,4546| 15,6042 6 25
N2 26/ 13,7308 5,9435 11,3302 16,1314 6 29
N3 38| 19,2368 13,3182 14,8593 23,6144 7 65
N4 34 8,3824] 5,5923 6,4311] 10,3336 2 27
C1 13| 9,8462| 4,2982| 7,2488] 12,4435 3 16
Cc2 22 10 4,2088/ 8,1339| 11,8661 3 20
BC 32| 10,5938 6,5838 8,2201] 12,9674 1 25
A 25 1,64 1,186 1,1504] 2,1296 0 4
X 89 1,1798 2,304, 10,6944 1,6651 0 21
Total 296| 8,1723| 88,8268 7,1626 9,182 0 65
ANOVA: p-valor =0,00000
N1 =PLGABC
N2 |=PLGA:BC+ TCN 0,1 % p/p Duncan:
N3 =PLABC
N4 =PLA:BC+TCNO,1% p/p
Cl =PLGA
C2 =PLA
BC | = Bioceramica
A = Animal apenas incisionado
X = Animal higido

V21LN

w

N= 17
N1

N2

26 38 34
N4

N3

DIA 13_MATERIAL

P
c1 c2

32 25 89

BC A

GRAFICO 5 - Variabilidade e valores médios
da resposta inflamatoria dos camundongos 13

dias apos a implantacdo dos materiais
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre 0s materiais no dia 13.
O teste de Duncan indica 0s seguintes grupos estatisticamente

semelhantes e em ordem decrescente de nimero de células inflamatérias:

A

N4, BC,Cle C2
BC,C1,C2eN1
C1,C2,N1eN2
N2 e N3

O O O o o

Com excegdo dos grupos controle A e X, que apresentam menor média e
variabilidade, as médias dos grupos sdo semelhantes o que € mostrado pelo grande
namero de materiais estatisticamente semelhantes no que diz respeito ao nimero de
células inflamatdrias observadas. Entretanto, o grupo do compasito formado por PLA e
TCN (N4 - PLA:BC + TCN 0,1 % p/p) apresentou menor média e variabilidade que os
demais compaositos.
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TABELA 6 — Analise descritiva da resposta inflamatéria dos camundongos 21 dias

apos a implantacdo dos materiais

DIA 21
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Mez_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
N1 36 4,25 1,8264 3,632 4,868 0 8
N2 27 2,963 1,0554 2,5454| 3,3805 1 6
N3 39 4 1,556 3,4956| 4,5044 2 8
N4 31 3,2903 1,1013 2,8864| 13,6943 1 5
C1 55 9,6 8,6935 7,2498| 11,9502 2 45
C2 25 8,96 5,5112 6,6851] 11,2349 2 23
BC 21 1,3333 1,1972 0,7884 1,8783 0 4
X 89 1,1798 2,304 0,6944 1,6651 0 21
Total 323 4,2601 5,2284 3,6877] 4,8324 0 45
ANOVA: p-valor = 0,00000
N1 = PLGA:BC Duncan:
N2 =PLGA:BC + TCN 0,1 % p/p
N3 ' =PLABC
N4 =PLA:BC+TCNO,1% p/p
Cl =PLGA
C2 |=PLA
BC | = Bioceramica
A = Animal apenas incisionado
X = Animal higido

N

.

U

V23LN

-1

N 2 ® a 55 2 2 P
NL N2 N3 N4 c1 c2 BC X

DIA 21_MATERIAL

GRAFICO 6 - Variabilidade e valores médios
da resposta inflamatéria dos camundongos

21 dias ap0s a implantac@o dos materiais
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa

entre os materiais no dia 21.
O teste de Duncan indica 0s seguintes grupos estatisticamente

semelhantes e em ordem decrescente de nimero de células inflamatérias:

o BC
0o N2,N4,N3eN1
o CleC2

Nesse tempo, verifica-se a regularizacdo da resposta inflamatéria causada
pelos compdsitos representados pelos grupos N1, N2, N3 e N4, denotando ndo haver
influéncia do tipo de polimero utilizado e tampouco da adicdo de TCN. As baixas
médias e variabilidades dos grupos N1, N2, N3 e N4 estdo proximas aos controles BC
eX.
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TABELA 7- Andlise descritiva da resposta inflamatoria dos camundongos 28 dias apos

a implantacdo dos materiais

DIA 28
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
N1 41| 4,1463] 1,7257| 3,6016 4,691 1 9
N2 40 6,225 4,87 4,6675 7,7825 0 22
N3 39| 5,0769] 4,0353] 3,7688 6,385 1 23
N4 40 2,625/ 1,2545| 12,2238/ 3,0262 0 7
C1 29| 5,2069] 4,2542] 3,5887] 6,8251 2 19
C2 48/ 5,4375] 4,8109] 4,0406| 6,8344 1 25
BC 40 1,25/ 1,1929 0,8685 1,6315 0 4
X 89 1,1798 2,304 0,6944] 1,6651 0 21
Total 366 3,5219] 3,7851] 3,1328 3,9109 0 25
ANOVA: p-valor =0,00000
N1 =PLGA:BC
N2 =PLGA:BC+ TCN 0,1 % p/p Duncan:
N3 ' =PLABC
N4 =PLA:BC+TCNO,1% p/p
Cl =PLGA
C2 =PLA
BC = Bioceramica
A = Animal apenas incisionado
X = Animal higido

3,5

3,04

2,54

2,01

1,51

1,01

0,01

V25LN

N1 N2 N3 N4 Cl c2 BC X

DIA 28_MATERIAL

GRAFICO 7 - Variabilidade e valores médios
da resposta inflamatéria dos camundongos

28 dias apo6s a implantacdo dos materiais
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre 0s materiais no dia 28.
O teste de Duncan indica 0s seguintes grupos estatisticamente

semelhantes e em ordem decrescente de nimero de células inflamatérias:

o BC
o N4
o N1, C1, C2, N3, N2

Neste tempo, observa-se a nitida influéncia do polimero PLA, assim como
a adicdo de TCN, o que fez com que o grupo N4 apresentasse menor media e
variabilidade que os demais compositos. O grupo do controle BC apresentou média e

variabilidade semelhante ao também controle X.
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TABELA 8 — Analise descritiva da resposta inflamatéria dos camundongos 56 dias

apos a implantacao dos materiais

DIA 56
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
N1 41 1,1463 1,2361 0,7562 1,5365 0 4
N2 48 2,5625 2,3055 1,8931 3,2319 0 10
N3 43 3,0698 1,7237 2,5393] 3,6002 0 8
N4 55/  4,5091 4,0317 3,4192 5,599 0 20
C2 30 2,3333 1,5162 1,7672 2,8995 0 6
X 89 1,1798 2,304 0,6944 1,6651 0 21
Total 306 2,3693 2,7516 2,0598 2,6788 0 21
N1 = PLGABC ANOVA: p-valor =0,00000
N2 |=PLGA:BC+ TCN 0,1 % p/p Duncan:
N3 '=PLABC
N4 =PLA:BC+TCNO,1% p/p
Cl =PLGA X N1 N2 C2 N3 N4
C2 =PLA
BC | = Bioceramica
A = Animal apenas incisionado
X = Animal higido
35
3,0 Oe7 Cezs
(el

V27LN

2,54

2,04

1,51

1,01

w

0,01

N= a
N1

P 2
N2

DIA 56_MATERIAL

GRAFICO 8 - Variabilidade e valores médios
da resposta inflamatoria dos camundongos

56 dias ap0s a implantacdo dos materiais
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Neste tempo, apesar de o p-valor = 0,000 indicar que existe diferenca
estatisticamente significativa entre os materiais, as médias e variabilidades dos
materiais sdo muito baixas para serem associadas a uma resposta inflamatoria.
Portanto, ndo se aplicada, nesse caso, as diferengas estatisticas do rigido teste de
Duncan.

Devido as reconhecidas propriedades biol6gicas do controle bioceramica,
decidiu-se ndo haver necessidade de inclui-lo neste grupo.
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TABELA 9 — Andlise descritiva da resposta inflamatdria dos camundongos ao

compdésito PLGA:BC em diferentes tempos

N1
95% Confidence
N Média Desv~|o '”_tef"a' for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 48| 50,0208 32,6728 40,5336 59,508 13 177
Dia 7 25 12,44 4,2139| 10,7006| 14,1794 5 20
Dia 13 17| 12,5294 5,9804 9,4546| 15,6042 6 25
Dia 21 36 4,25 1,8264 3,632 4,868 0 8
Dia 28 41 41463 1,7257 3,6016 4,691 1 9
Dia 56 41 1,1463 1,2361 0,7562 1,5365 0 4
Total 208 15,8413 24,8004 12,4512 19,2315 0 177
ANOVA: p-valor =0,00000
Duncan:
Dia | Dia | Dia | Dia . .
56 o8 21 13 Dia7|Dial
6
5]
4l
3- i
| — =
l- i
Q162
01 102
3
S , , , , , ,
_ Dia 1 Dia 7 Dia 13 Dia 21 Dia 28 Dia 56
N1_DIA

GRAFICO 9 - Variabilidade e valores médios da

resposta

inflamatéria dos camundongos ao

compésito PLGA:BC em diferentes tempos
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre os dias para 0s animais que receberam N1.
O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes

e em ordem decrescente de nimero de células inflamatérias:

Dia 56

Dias 28 e 21
Dias 13e7
Dia 1

O O o o

O Dia 1 apresenta numero médio de células inflamatdrias
consideravelmente superior aos demais. Como era de se esperar, este nUmero vai
diminuindo com o tempo. A variabilidade também diminui com o passar dos dias.

N&o se observou diferenca estatisticamente significante entre os dias 7 e
13, ndo havendo diminuicdo do numero de células inflamatérias. O 13° dia
corresponde ao 0 tempo necessario para o0 aparecimento de linfécitos e
desenvolvimento de reatividade imunolégica adaptativa, que depois se regula a partir
do Dia 21.
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TABELA 10 — Andlise descritiva da resposta inflamatoria dos camundongos ao

composito PLGA:BC + TCN 0,1 % p/p em diferentes tempos

N2
95% Confidence
N Média Desv~|o '”_tefva' for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 32 17,875/ 10,1846| 14,2031 21,5469 5 48
Dia 7 36 8,25 5,739 6,3082| 10,1918 1 27
Dia 13 26| 13,7308 5,9435/ 11,3302 16,1314 6 29
Dia 21 27 2,963 1,0554 2,5454 3,3805 1 6
Dia 28 40 6,225 4,87 4,6675 7,7825 0 22
Dia 56 48 2,5625 2,3055 1,8931 3,2319 0 10
Total 209 8,0287 7,8022 6,9647 9,0927 0 48
ANOVA: p-valor =0,00000
Duncan:
Dia | Dia | Dia . Dia .
56 | 21 | 28 |Pd7| 13 |Dlal
W é T
Q160 e
Z
®
>

T
N= 32

Dia 1

N2_DIA

3 2
Dia 7

Dia 13

21
Dia 21

20 a8
Dia 56

Dia 28

GRAFICO 10 - Variabilidade e valores médios da

resposta

inflamatéria dos camundongos ao

compésito PLGA:BC + TCN 0,1 % p/p em

diferentes tempos
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre os dias para 0s animais que receberam N2.
O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes

e em ordem decrescente de nimero de células inflamatérias:

Dia 56
Dia 21
Dias28e 7
Dias13e1l

O O O o

Os Dias 1 e 13 apresentaram 0s maiores numeros médios de células
inflamatérias e o Dia 56 apresentou a menor média. A variabilidade é grande no Dia 1,
diminuindo para os demais dias.

Ao Dia 13, observa-se um pico de celularidade. Esse também é o tempo
necessario para o aparecimento de linfécitos e desenvolvimento de reatividade

imunologica adaptativa, que depois se regula a partir do Dia 21.
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TABELA 11 — Analise descritiva da resposta inflamatéria dos camundongos ao

compdsito PLA:BC em diferentes tempos

N3
95% Confidence
N Média Desv~|o '”_tef"a' for Mez_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 29| 31,8621 19,0876| 24,6015/ 39,1226 13 114
Dia 7 25 4,76 1,7861 4,0228 5,4972 2 8
Dia 13 38| 19,2368 13,3182 14,8593 23,6144 7 65
Dia 21 39 4 1,556 3,4956 4,5044 2 8
Dia 28 39 5,0769 4,0353 3,7688 6,385 1 23
Dia 56 43 3,0698 1,7237 2,5393 3,6002 0 8
Total 213/ 10,6103| 13,7018 8,7597 12,461 0 114
ANOVA: p-valor =0,00000
Duncan:
Dia | Dia | Dia . Dia .
56 21 o8 Dia 7 13 Dial
6
° o)
N
|
|
1- Oe ;
156
04 Crez
3
2 4

N= 2’9
Dia 1

N3_DIA

T T T
25 38 39

Dia 7

Dia 13

Dia 21

3
Dia 28

T
43

Dia 56

GRAFICO 11 - Variabilidade e valores médios da

resposta

composito

PLA:BC

em diferentes

inflamatéria dos camundongos ao

tempos
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre os dias para 0s animais que receberam N3.
O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes

e em ordem decrescente de nimero de células inflamatérias:

Dia 56

Dias 21,28e 7
Dia 13

Dia 1

O O O o

Os Dias 1 e 13 apresentaram 0s maiores numeros médios de células
inflamatérias e o Dia 56 apresentou a menor média. A variabilidade € maior nos Dias 1
e 13, diminuindo para os demais dias.

Ao Dia 13, observa-se um pico de celularidade. Esse também é o tempo
necessario para o aparecimento de linfécitos e desenvolvimento de reatividade

imunoldgica adaptativa, que depois se regula a partir do Dia 21.
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TABELA 12 — Andlise descritiva da resposta inflamatoéria dos camundongos ao

composito PLA:BC + TCN 0,1 % p/p em diferentes tempos

N4
95% Confidence
N Média Desv~|o '”_tef"a' for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 35| 56,5143| 24,8008 47,9949 65,0337 16 123
Dia 7 38 5,9737 3,7596 47379 7,2094 2 20
Dia 13 34 8,3824 5,5923 6,4311] 10,3336 2 27
Dia 21 31 3,2903 1,1013 2,8864 3,6943 1 5
Dia 28 40 2,625 1,2545 2,2238 3,0262 0 7
Dia 56 55 45091 4,0317 3,4192 5,599 0 20
Total 233 12,6395 21,1195 9,9135| 15,3655 0 123
ANOVA: p-valor =0,00000
Duncan:
Dia | Dia | Dia . Dia .
28 | 21 | s6 |P@7| 13 |Dial
& ) s
0139
X166 (@ kL
3
Dia 1 Dia7 Dia 13 Dia 21 Dia 28 Dia 56
N4_DIA

GRAFICO 12 - Variabilidade e valores médios da

resposta

inflamatéria

dos

camundongos

ao

compdsito PLA:BC + TCN 0,1 % p/p em diferentes

tempos
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre os dias para 0s animais que receberam N4.
O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes

e em ordem decrescente de nimero de células inflamatérias:

Dias 28 e 21
Dias 21 e 56
Dia 7

Dia 13

Dia 1

O O O o o

O Dia 1 apresenta numero médio de células inflamatérias
consideravelmente superior aos demais, além de uma variancia também elevada.
Apesar de a menor média de células inflamatérias ser no dia 28, as médias dos dias
21, 28 e 56 sdo bastante proximas, ndo se aplicando, nesse caso, as diferencas
estatisticas do rigido teste de Duncan.

Ao Dia 13, observa-se um pico de celularidade. Esse também é o tempo
necessario para o aparecimento de linfécitos e desenvolvimento de reatividade

imunoldgica adaptativa, que depois se regula a partir do Dia 21.
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TABELA 13 — Andlise descritiva da resposta inflamatoria dos camundongos ao

polimero PLGA em diferentes tempos

C1
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 27| 37,4815| 21,4339] 29,0025/ 45,9605 10 100
Dia 7 39 5,5897 2,633 4,7362 6,4433 1 13
Dia 13 13 9,8462 4,2982 7,2488| 12,4435 3 16
Dia 21 55 9,6 8,6935 7,2498| 11,9502 2 45
Dia 28 29 5,2069] 4,2542 3,5887 6,8251 2 19
Total 163| 12,4969| 15,2807, 10,1334/ 14,8604 1 100

ANOVA: p-valor = 0,00000

Duncan:

Dia 13

VILN

27
Dia 1

C1 DIA

39
Dia 7

Dia 13

T T
13 55

Dia 21

29
Dia 28

GRAFICO 13 - Variabilidade e valores médios da

resposta

polimero PLGA em diferentes tempos

inflamatéria dos camundongos ao
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre os dias para 0s animais que receberam C1.
O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes e

em ordem decrescente de nimero de células inflamatoérias:

Dias 28 e 7
Dias7e 21
Dias 21 e 13
Dia 1

O O O o

O Dia 1 apresenta numero médio de células inflamatérias
consideravelmente superior aos demais, além de uma variancia também elevada.

Ao Dia 13, observa-se um aumento da celularidade quando comparado ao
Dia 7. Esse também € o0 tempo necessario para 0 aparecimento de linfécitos e
desenvolvimento de reatividade imunolégica adaptativa, que depois se regula.

Ao Dia 56, as pastilhas desse grupo ja haviam sido hidrolisadas, ndo sendo

possivel realizar analise estatistica. Desse forma, o Dia 28 apresentou a menor média.
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TABELA 14 — Andlise descritiva da resposta inflamatoéria dos camundongos ao

polimero PLA em diferentes tempos

C?2
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 37| 26,8919 10,7025/ 23,3235/ 30,4603 11 48
Dia 7 22 7,3636 3,9587 5,6085 9,1188 4 16
Dia 13 22 10| 4,2088 8,1339| 11,8661 3 20
Dia 21 25 8,96 5,5112 6,6851| 11,2349 2 23
Dia 28 48 5,4375 4,8109  4,0406 6,8344 1 25
Dia 56 30 2,3333 1,5162 1,7672 2,8995 0 6
Total 184 10,5/ 10,4964 8,9733| 12,0267 0 48

ANOVA: p-valor =0,00000

Duncan:

Dia 21

Dia 13

V11LN

Caten,

N= 3'7
Dia 1

C2_DIA

GRAFICO 14 - Variabilidade e valores médios da

resposta
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre os dias para 0s animais que receberam C2.
O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes e

em ordem decrescente de nimero de células inflamatoérias:

Dia 56

Dia 28
Dias7e 21
Dias 21 e13
Dia 1

O O O o o

O Dia 1 apresenta numero médio de células inflamatérias
consideravelmente superior aos demais, além de uma variancia também elevada,
contrapondo-se ao Dia 56, que apresentou menor média e menor variabilidade que os
demais tempos.

Ao Dia 13, observa-se um aumento da celularidade quando comparado ao
Dia 7. Esse também é o tempo necessario para o aparecimento de linfocitos e

desenvolvimento de reatividade imunoldgica adaptativa, que depois se regula.
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TABELA 15 — Andlise descritiva da resposta inflamatoéria dos camundongos a

bioceramica em diferentes tempos

BC
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Me:_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 71 9,5211 5,1765 8,2959| 10,7464 2 27
Dia 7 31 4,4194 3,2329 3,2335 5,6052 0 14
Dia 13 32| 10,5938 6,5838 8,2201| 12,9674 1 25
Dia 21 21 1,3333 1,1972 0,7884 1,8783 0 4
Dia 28 40 1,25 1,1929 0,8685 1,6315 0 4
Total 195 6,3077 5,829 5,4844 7,131 0 27

ANOVA: p-valor = 0,00000

Duncan:
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2,01
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GRAFICO 15 - Variabilidade e valores médios

da resposta inflamatéria dos camundongos a

bioceramica em diferentes tempos
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O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa
entre os dias para 0os animais que receberam BC.
O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes e

em ordem decrescente de nimero de células inflamatoérias:

o Dias28e?21
o Dia7
o Dias1le13

Os Dias 1 e 13 apresenta numero médio de células inflamatdrias superior
aos demais, além de uma variancia também elevada.

Ao Dia 13, observa-se um pico de celularidade. Esse também é o tempo
necessario para o0 aparecimento de linfécitos e desenvolvimento de reatividade

imunoldgica adaptativa, que depois se regula a partir do Dia 21.
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TABELA 16 — Andlise descritiva da resposta inflamatoria dos camundongos em

diferentes tempos submetidos somente a inciséo inicial

A
95% Confidence
N Média Desv~io In_terval for Mez_an Minimo | Maximo
Padrao Limite Limite
inferior | superior
Dia 1 41 5 3,6606 3,8446 6,1554 1 16
Dia 7 26| 14,2692 2,8222 3,1293 5,4091 0 14
Dia 13 25 1,64 1,186 1,1504 2,1296 0 4
Total 92 3,8804 3,2305 3,2114| 4,5495 0 16

ANOVA: p-valor =0,00000

Duncan:

V15LN

35

3,01

2,5

2,01

1,51
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A_DIA
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Dia 1

Dia 7

2
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GRAFICO 16 - Variabilidade e valores médios
da resposta inflamatéria dos camundongos em
diferentes tempos submetidos somente a

incisao inicial

O p-valor = 0,000 indica que existe diferenca estatisticamente significativa

entre os dias para os animais que ndo receberam nenhum tipo de material.
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O teste de Duncan indica os seguintes dias estatisticamente semelhantes e

em ordem decrescente de nimero de células inflamatorias:

o Dial3

o Dias7el

O Dia 13 apresenta o menor nimero médio de células inflamatorias e

menor variabilidade.
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5.3.2 Analise histolégica por imagens de micr  oscopia 6tica

Como controle, foram confeccionadas laminas de cortes histolégicos de
tecido subcutédneo de camundongos higidos e apenas incisionados nos dias 1, 7 e 14
(FIG. 4).

FIGURA 4 - Microscopia 6tica de corte histolégico de tecido subcutaneo de

camundongo: A) higido, 40x, B) 1 dia ap0s cirurgia, 40x, C) 7 dias apos
cirurgia, 100x e D) 14 dias dia apds cirurgia 100x. Hematoxilina-eosina

Com relacdo a resposta inflamatéria, as imagens dos cortes histoldgicos
do 1° dia apdés implantagdo sugerem respostas inflamatérias variadas: inflamacéo
aguda (FIG. 5), inflamacgéo aguda localizada (FIG. 6 e 7), inflamacdo moderada (FIG.
8) e inflamacéo leve (FIG. 7 e 9), com predominio de neutréfilos polimorfonucleares. A
FIG. 7 ilustra um neutréfilo em processo de diapedese. Observou-se congestao

vascular na maioria dos cortes (FIG. 6).
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FIGURA 5 - Microscopia 6tica de corte histolégico de tecido subcutaneo de
camundongo 1 dia apds implantacdo da pastilha de PLA:BC + TCN 0,1%.
Infiltrado inflamatério intenso localizado. A) 40x. B)100x. C) Predominio de

neutréfilos polimorfonucleares. 400x. Hematoxilina-eosina.

FIGURA 6 - Microscopia 6tica de corte histologico de tecido subcutaneo de
camundongo 1 dia apés implantacdo da pastiha de PLA. A) Infiltrado
inflamatorio intenso localizado, vasos hiperemiados e deposicdo de tecido
fibroso. B) Vaso hiperemiado. A) 40x e B)100x. Hematoxilina-eosina.
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FIGURA 8 - Microscopia o6tica de corte
histologico de tecido subcutaneo de
camundongo 1 dia ap6s implantacéo
da pastilha do composito PLA:BC. A)
Infiltrado inflamatério moderado e
deposicdo de tecido fibroso. Regido
onde a pastilha foi removida (seta),

40x. Hematoxilina-eosina

FIGURA 9 - Microscopia 6tica de corte
histolégico de tecido subcutaneo de
camundongo 1 dia ap6s implantagédo de
pastiha de bioceramica. Infiltrado
inflamatorio leve e pequena deposicao
de tecido fibroso. 40x. Hematoxilina-

eosina

A partir do 7° dia (FIG. 10), observou-se um predominio de leucécitos

monucleares e macrofagos, jA com diminuicdo da média de células inflamatérias
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mensuradas por campo (item 5.3.1). A hiperemia continuou presente nos tecidos

analisados. Também a partir do 7° dia, foi possivel observar na maioria dos cortes um

aumento no numero de fibroblastos e deposi¢cdo de tecido fibroso ao redor das

pastilhas implantadas (FIG. 11, 12, 13 e 14).

FIGURA 10 - Microscopia otica de corte histoldgico de tecido subcutaneo de
camundongo 7 dias apds implantacdo da pastilha de PLGA:BC. Infiltrado
inflamatério leve e vasos hiperemiados. A) 40x e B)100x. Hematoxilina-

eosina
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FIGURA 11 - Microscopia Otica de corte histologico de tecido subcutaneo de
camundongo 7 dias apés implantacdo da pastilha de PLGA:BC + TCN 0,1%.
Infiltrado inflamatério leve e vasos hiperemiados. Aumento no numero de
fibroblastos e deposicdo de tecido fibroso (seta). A) 40x, B)100x.

Hematoxilina-eosina
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FIGURA 12 - Microscopia 6tica de corte histologico de tecido subcutaneo de
camundongo 13 dias apés implantacdo da pastilha de PLGA:BC. Poucas
células inflamatérias e deposicdo de tecido fibroso. A) 40x, B)100x.

Hematoxilina-eosina

FIGURA 13 - Microscopia otica de
corte histolégico de tecido subcutédneo

de camundongo 13 dias apoés
implantacdo da pastilha de PLA:BC.
Poucas células inflamatorias e grande
namero de fibroblastos. 40x.

Hematoxilina-eosina
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FIGURA 14 - Microscopia Gtica de corte histologico de tecido subcutaneo de

camundongo 13 dias apo6s implantacdo da pastilha de PLA:BC + TCN 0,1%.

Poucas células inflamatérias e grande numero de fibroblastos. * Imagem

negativa da pastilha. A) 40x, B)100x. Hematoxilina-eosina

Aos 21 dias, observou-se o acumulo de poucas células inflamatérias

(FIG. 15), apesar de sinais de hemorragia (FIG. 16). A partir deste tempo, 0s

tecidos analisados apresentaram um padrdo de organizacdo tecidual proximo da

normalidade (FIG. 15, 16, 17, 18 e 19).

e

FIGURA 15 - Microscopia 6tica de corte histologico de tecido subcutaneo de

camundongo 21 dias apds implantagdo da pastilha de PLGA:BC. Poucas

células inflamatérias e deposicdo de tecido fibroso. A) 40x, B)100x.

Hematoxilina-eosina
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FIGURA 16 - Microscopia Otica de
corte histoldgico de tecido subcutédneo
de camundongo 21 dias apoés
implantacdo da pastilha de PLGA.
Poucas células inflamatorias,
deposicéo de tecido fibroso e sinais de
hemorragia (seta). 40x. Hematoxilina-

eosina

FIGURA 17 - Microscopia otica de corte histolégico de tecido subcutaneo de

camundongo 28 dias ap6s implantacdo da pastiliha de PLA:BC. Poucas

células inflamatérias. A) 40x, B)100x. Hematoxilina-eosina
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FIGURA 18 - Microscopia 6tica de corte
histologico de tecido subcutaneo de
camundongo 28 dias apos implantacao
da pastilha de PLA. Poucas células

inflamatérias. 40x. Hematoxilina-eosina.

FIGURA 19 - Microscopia 6tica de corte
histolégico de tecido subcutaneo de
camundongo 56 dias apés implantacdo
da pastilha de PLGA:BC + TCN 0,1%.
Poucas células inflamatérias. 40x.

Hematoxilina-eosina
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A resposta tecidual ao compésito PLGA:BC exibiu um acimulo moderado

de células inflamat6rias mononucleares por mais tempo.

As pastilhas controle de PLGA apresentaram-se bastante reabsorvidas ao

28° dia do experimento e totalmente hidrolisadas ao final dos 56 dias.

O grupo controle de biocerdmica apresentou a melhor resposta bioldgica,

com infiltrado de poucas células inflamatdrias por um curto periodo de tempo.
Nenhum dos grupos apresentou sinais de necrose.

Foi detectada a presenca de macréfagos e células gigantes na maioria dos

cortes, predominantemente de forma discreta (ANEXO 2).

Observou-se, em todos 0s grupos, a deposicao de uma fina camada de
tecido fibroso ao redor da regido das pastilhas. Por meio de uma analise qualitativa
observacional, verificou-se grande concentracdo de fibroblastos principalmente nos
tecidos ao redor das pastilhas dos compdsitos formados a partir de PLA, assim como

ao redor do controle PLA e BC.

As imagens dos cortes histoldgicos permitiram observar sinais sugestivos

de angiogénese na maioria das laminas.

Foi constatada uma forte adesdo das pastilhas aos tecidos dos
camundongos, contudo sem a presenca de cépsula fibrosa. As pastilhas dos
compositos contendo PLGA apresentaram uma maior adesédo e, portanto, uma maior
resisténcia para remoc¢do desse tecido. Tal fato pode ser explicado pela maior
velocidade de degradacao do polimero PLGA, possibilitando uma maior exposi¢cao dos

granulos da bioceramica, e conseqientemente, aumentando a adeséo celular.

Os resultados in vivo corroboram os in vitro. Para todos os biomateriais
testados, pode-se afirmar que a biocompatibilidade foi aceitavel, sendo que os
compositos formados a partir do PLA mostraram-se mais biocompativeis dos que os

com o PLGA, havendo influéncia favoravel da adicdo de TCN.
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5.4 Avaliacdo microscopica da superficie das pastil has implantadas
através de MEV

A FIG. 20 apresenta micrografia de uma pastilha de bioceramica

demonstrando a morfologia irregular e grande porosidade.

FIGURA 20 - MEV da pastilha BC

antes de ser implantada

A FIG. 21 apresenta a micrografia dos controles PLGA e PLA nao
implantados. Observa-se a forma amorfa e aspecto plastico, apresentando poucos

poros.
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FIGURA 21 - MEV das pastilhas dos controles A) PLGA e B) PLA nédo
implantadas

A FIG. 22 apresenta a micrografia de uma pastilha do compdésito PLA:BC
ndo implantada, servindo como controle. A andlise dessa figura mostra a
microestrutura semicristalina dos granulos de BC recobertos por uma fase continua e
plastica de polimero em intimo contato com 0s mesmos, assim como uma distribuigdo
homogénea entre o polimero PLA e a bioceramica. Nota-se a presenca de micro e

macro-porosidades, sendo a extensao das Ultimas menor que 400um.

Os compdsitos, a principio, apresentam uma menor porosidade que o
controle BC, uma vez que a adi¢cdo dos polimeros PLGA ou PLA a BC recobre os
poros.
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FIGURA 22 - MEV da pastilha do compésito PLA:BC nao implantada. Micro-
porosidades (seta superior) e macroporosidades (seta inferior). BC -

bioceramica; P - PLA

A adicao de TCN aos compdsitos (FIG. 23) nao alterou a conformacao dos
mesmos, apresentando semelhantes perfis de macro e micro-porosidade, plasticidade

e cristalinidade.

FIGURA 23 - MEV da pastilha do compésito PLA:BC + 0,01% TCN nao

implantada. A) Macro-porosidades. B) Micro-porosidades

Depois de implantadas, as pastilhas foram sendo bioerodidas (FIG. 24)

diminuindo a porcdo superficial de polimero (FIG. 25) e consequentemente
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aumentando a exposi¢cdo das particulas de bioceramica, as quais apresentaram-se
com formato mais arredondado. Por conseguinte, houve um aumento na porosidade
das pastilhas (FIG. 26).

100 pm

FIGURA 24 - MEV das pastilhas de A) compésito PLGA:BC 13 dias apos
implantagéo e B) composito PLGA:BC + 0,01% TCN 21 dias ap6s implantagéo.
Aumento da porosidade
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FIGURA 25 - MEV da pastiha do
composito PLA:BC + 0,01% TCN 21 dias
apos implantacéo. Aumento da
porosidade, maior arredondamento e
reabsorcao das particulas de
bioceramica. P - PLA; BC - bioceramica

P 4
= 1000 pm

FIGURA 26 - MEV da pastiha do
composito PGLA:BC + TCN 0,1%,
retirada 28 dias apdés a implantacao.
Perfil de degradacdo do compoésito a
esquerda e presenca de tecido
conjuntivo (TC)

Foi observada, em vérias micrografias (FIG. 27, 28, 29 e 30), a presenca
de células provavelmente adsorvidas aos biomateriais. Esse fendbmeno ocorreu a partir
do 1° dia e estendeu-se até o final de experimento. Sinais indicativos de duplicacéo ou
confluéncia celular puderam ser vistos em uma pastilha do compésito PLA:BC retirada
28 dias apo6s a implantacéo (FIG. 30).

Sinais sugestivos da presenca de TCN puderam ser observados em

algumas pastilhas (FIG. 29).
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FIGURA 27 - MEV da pastilha do compésito PLGA:BC, retirada 1 dia apos a

implantacdo. A) Tecido conjuntivo (TC) recobrindo a pastilha parcialmente;

20x. B) Presenca de algumas células
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1000 pm

FIGURA 28 - MEV da pastilha do compdsito PLGA:BC, retirada 13 dias apo6s a
implantacdo. A) Perfil de degradacdo do compdsito e presenga de tecido

conjuntivo do camundongo, B) Células (setas)

FIGURA 29 - MEV da pastiha do
composito PLA:BC + TCN 0,1% retirada
28 dias apds a implantacdo. Possiveis
cristais de tetraciclina (TCN) e células
(seta)
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FIGURA 30 - MEV da pastiha do
composito PLA:BC retirada 28 dias

apos a implantacao. Células (setas)

Uma vez que houve uma forte unido dos tecidos as pastilhas, em alguns
casos nao foi possivel retirar todo o tecido que recobria as mesmas (FIG. 31). Esse

fendmeno ocorreu durante todo o experimento.

FIGURA 31 - MEV da pastilha do
polimero PLGA, retirada 1 dia apos a
implantacao. Tecido conjuntivo
recobrindo toda a pastilha

133



A deposicdo de colageno foi sugerida por algumas micrografias, como a
FIG. 32 de uma pastilha do compdsito PLGA:BC retirada as 21 dias apos implantacéo.

FIGURA 32 - MEV da pastiha do
composito PLGA:BC, retirada 21 dias
apos implantacdo. Formacao sugerindo
a presenca de fibras colagenas (FC) e
vasos sanguineos (V)
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Ao final dos 56 dias do experimento, observou-se que as pastilhas de
PLGA:BC, com ou sem TCN, estavam sob a forma de granulos, envolvidos por uma
bolsa de tecido conjuntivo. Entretanto, os granulos de BC que estavam em contato
com os tecidos dos animais mantiveram-se ainda aderidos aos mesmos (FIG. 33). Ao
término do experimento, as pastilhas de PLA:BC mantiveram rigidas, com forma e

tamanho originais.
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FIGURA 33 - MEV da pastilha do compdsito PLGA:BC + TCN 0,1% retirada
56 dias apos a implantacdo. Micro e macroporosidades e a unido do tecido
conjuntivo a pastilha

As pastilhas controle, compostas unicamente pelo polimero PLA
aumentaram de tamanho, alcangcando em média 10mm de diametro a partir do 28° dia,

sendo o didmetro inicial igual a 7mm.

A angiogénese foi observada macroscopicamente em uma pastilha
composta unicamente por PLA retirada de um camundongo ao 56° dia, assim como
sugerida por imagens de MEV (FIG. 34) em uma pastilha do controle bioceramica,
retirada 27 dias apés implantacéo e sobre o compdésito PLA:BC + TCN 0,1%, retirada

56 dias ap6s a implantacéo.
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FIGURA 34 - MEV da pastilha de A) controle BC, retirada 27 dias apos
implantacdo e B) compoésito PLA:BC + TCN 0,1%, retirada 56 dias apés a

implantacdo. Vasos sangiineos (V) na superficie das pastilhas

De forma geral, os achados microscopicos corroboram os resultados da

analise macroscopica dos estudos in vivo, denotando uma resposta biologica aceitavel
dos materiais testados — PLGA, PLGA:BC, PLGA:BC + TCN, PLA, PLA:BC, PLA:BC +

TCN —, de acordo com os testes realizados.
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6 DISCUSSAO

Nesse trabalho formaram-se compdsitos utilizando-se o0s polimeros
biodegradaveis D,L Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50 (PLGA) e D,L Poli (Acido Latico)
(PLA), aprovados pela Food and Drug Administration - EUA para uso em humanos, e a
bioceramica Osteosynt® (BC), produto preparado, licenciado e comercializado no

mercado nacional, com adi¢ao de tetraciclina.

A preparacdo dos compoésitos a partir dos polimeros biodegradaveis
amorfos PLGA e PLA com a biocer@mica semicristalina na proporcéo 25:75% p/p com
adicdo de tetraciclina possibilitou a formacdo de um biomaterial semicristalino com
propriedades plasticas. A massa de polimero e bioceramica dos compdsitos
corresponde a propor¢do de material organico/inorganico no tecido 6sseo, que de
acordo com HOLLINGER & BATTISTONE (1986) e LIN et al. (1998), é de 1:3,

respectivamente.

A semelhanga macroscopica das pastilhas dos materiais confeccionados
sob pressdo constante de 250 kg/m® por cinco minutos e sob compressdo manual
alcancou o propoésito de padronizagdo dos compdsitos e controles, simulando a

preparacdo dos mesmos previamente a um ato cirargico.

A menor porosidade inicial dos compdsitos pode ser explicada pelo
recobrimento dos mesmos pelos polimeros. De forma sinérgica, 0s poros e as
reentrancias da matriz bioceramica servem como andaime para o remodelamento dos
polimeros PLGA e PLA (RECOPE, 2004). A conformacdo geométrica dos compdésitos

nao foi alterada pela adicado de tetraciclina nas concentractes estudadas.

Adicionalmente, estudos de caracterizacdo em nosso laboratério
(RECOPE, 2004) através de difratogramas de Raios-X (ANEXO 3) demonstraram
diferencas cristologréficas entre os grupos controle e os compdsitos. Observou-se que
0 controle bioceramica possui comportamento semicristalino, enquanto os controles
PLGA e PLA apresentaram um padrao cristalografico amorfo com halo de
amorficidade entre 15 a 30° 26 para 0 PLGA e entre 15 a 25° 20 para o PLA. Com
relacdo aos compdositos, pdde-se observar que o aumento da porcentagem de PLGA

acarretou em uma maior desorganizacdo da rede cristalina da ceramica. Esses
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resultados sugerem um possivel aumento do carater hidrofilico do compdsito quando

comparado a bioceramica e aos polimeros separadamente (RECOPE, 2004).

Ainda ressaltando estudos preliminares em nosso laborat6rio, foram
realizadas andlises de termodecomposicdo dos compositos e dos controles (ANEXO
4). Verificou-se que a bioceramica apresenta estabilidade térmica na faixa de
temperatura entre 25-750°C, enquanto o PLGA demonstra sua termodecomposigéo na
faixa de temperatura entre 340-375°C, verificando-se um residuo final de cerca de 1%.
Em relacdo aos compdsitos, observou-se menor estabilidade térmica dos mesmos
quando comparados ao controle PLGA, uma vez que suas termodecomposicdes
ocorrem na faixa de 250-350°C. Observou-se ainda que o aumento gradativo de PLGA
na composicao do compa@sito acarreta aumento de perdas de massa de 15, 20 e 25%
para compoésitos 15:85, 20:80 e 25:75 % p/p PLGA/BC, respectivamente (RECOPE,
2004)

Os compdésitos formados a partir do PLA comportaram-se de forma
semelhante aos compoésitos contendo PLGA, porém suas termodecomposicdes
ocorrem entre 250-275°C, sendo que a termodecomposicdo do controle PLA ocorreu
na de temperatura entre 275-310°C (RECOPE, 2004).

Os compositos por nés estudados apresentaram plasticidade intrinseca,
podendo ser facilmente modelados para também se adaptar & geometria 0ssea e
atender as necessidades cirlrgicas para reconstrugdo 6ssea em geral. Estudos
similares corroboram esses resultados, onde diversas propor¢des entre particulas de
hidroxiapatita (HA) e PLA em proporgdes de PLA:HA 80:20, 70:30, 60:40, 50:50% p/p
formaram dispositivos bioreabsorviveis, os quais foram aquecidos a 103°C sob
compresséo (valores ndo fornecidos) e posteriormente modelados em um torno em
diferentes formas e tamanhos (SHIKINAMI & OKUNO, 1999). Esses autores
observaram, em testes in vitro, a formacdo de uma espessa camada de cristais de
apatita nos compadsitos sete dias apos contato com Simulated Body Fluids (SBF) a
37°C. Os autores relatam bioatividade, além de efetiva plasticidade desses compostos
guando aquecidos a uma temperatura superior a corporal (37°C) e inferior ao ponto de
fusdo do polimero PLA (65°C), o que seria uma significativa vantagem para a

adaptacao desse material & geometria éssea.

O comportamento biolégico_dos biomateriais _envolve basicamente dois

componentes: (1) a resposta do hospedeiro ao implante, de acordo com os graus de

inflamacado e o desenvolvimento ou ndo_de capsula fibrosa e (2) o comportamento do

material no hospedeiro (BLACK, 1992), de acordo com a formulacdo quimica,
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tamanho, formato, sitio de implantacdo e duracdo do contato do material implantado
com o tecido (LAURENCIN et al., 1994)

Segundo a ISO 10993-5, os testes de biocompatibilidade devem ser
interpretados de acordo com a Pharmacopéia Americana, USP XXIlI, v.87, p.1697-
1699, "Biological Reactivity Tests, In Vitro". Desta forma, consideram-se amostras
vidveis para continuidade de seus estudos de biocompatibilidade, as que no teste de
contato direto promoverem até uma reatividade suave nas culturas, com uma zona
afetada limitada a area sob a amostra, de acordo com os QUADROS 8 e 9, item
4.2.3.1. Com relacdo ao teste de eluicdo, nenhuma das culturas celulares expostas
aos seus eluatos deve apresentar reacdo superior a0 GRAU 2 (reacdo leve ou
benigna), de acordo com o0 QUADRO 10, item 4.2.3.2.

Apesar de se ter notado alguma inviabilidade celular, a baixa citotoxicidade
promovida pelos compdsitos sobre cultura celular de fibroblastos de camundongos
estd de acordo com o relatado na literatura. A partir de analises in vitro, ATHANASIOU
et al. (1996) determinaram biocompatibilidade aceitavel em estudos de proliferacdo
celular em polimeros do &cido latico de varios pesos moleculares em cultura de células
epiteliais de ratos, fibroblastos humanos e células de osteossarcoma. Em relacdo as
ceramicas de fosfato de célcio, BURG et al. (2000) as classifica como altamente
biocompativeis, uma vez que séo livres de proteinas, tendo sido reportado minimas
reacOes imunologicas, de corpo estranho ou sistémicas a partir de seu uso, apesar de

ser um estudo in vivo.

O melhor indice resposta apresentado pela associacdo PLA:BC em
relacdo ao compdsito PLGA:BC e aos controles poderia ser explicado basicamente
pela taxa de degradacéo do PLA ser menor do que a do PLGA; dessa forma, espera-
se uma menor diminuicdo do pH no meio e, consequentemente, reducéo de alteracdes

celulares.

As pastilhas dos compésitos PLA:BC e PLGA:BC, com 25% p/p de
polimero, liberam menor quantidade de acido glicolico e/ou latico que as pastilhas dos
controles PLA e PLGA com mesma massa, conseqlentemente causando menor

decréscimo da acidez do meio, propiciando menores danos celulares.

A plasticidade alcancada pela formacdo dos compdsitos permitiu a
consolidacdo de um arcabouco para os granulos de bioceramica, formando um
dispositivo rigido e ao mesmo tempo modelavel, evitando ou diminuindo a
micromovimentagdo desses granulos, fator capaz de aumentar a resposta inflamatoria

a um implante.
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O fato de a bioceramica apresentar um indice resposta mais elevado do
que o esperado estd relacionado pela apresentacdo quebradica da mesma,
provavelmente sofrendo dissolugdo no meio-soro, aumentando a concentragao de
célcio (Ca®") no eluato colocado sobre a monocamada celular, gerando um efeito
citotdxico. Entretanto, essa reatividade ndo poderia ser atribuida a bioceramica
intrinsecamente, mas ao processo de dissolugao ocorrido, uma vez que utilizou-se a
forma granular, que foi prensada a 250 kg/m? por 5 min. Essa questdo poderia ser
minimizada através de testes com pastilhas de bioceramica fabricadas com dimensbtes

iguais as das pastilhas por n6s confeccionadas.

Em relagcdo aos compositos formados a partir do PLGA, os indices
resposta mais altos podem estar associados a rapida degradacdo da porcao
polimérica desses compdsitos, provavelmente causando uma diminuicdo do pH do
meio. N&ao obstante, apesar de se formar um compoésito inicialmente rigido e
modelavel, a concentracdo de 25% de PLGA parece ndo ter sido suficiente para
garantir a diminuic&o do ligeiro efeito citotdxico caracterizado pela liberacdo dos acidos

latico e glicolico, quando comparados ao composito PLA:BC.

Sabe-se que a reacdo inflamatdria inicial_do hospedeiro é uma resposta

normal a injuria e presenca de objetos estranhos. A magnitude e duracdo do processo

inflamatério tém um impacto direto na bioestabilidade e biocompatibilidade do

biomaterial (KAO & LEE, 2001). Portanto, espera-se que, apdés duas semanas, a

interferéncia do trauma cirurgico seja excluida.

Analisando os resultados dos testes in vivo, pode-se inferir que o processo
inflamatério gerado pela implantagdo das pastilhas do 1° ao 13° dia pode estar
associado a resposta do organismo principalmente ao trauma cirdrgico, seguido por

uma possivel maior liberacéo de acido latico e glicélico na fase inicial.

Ao se formar um compdsito a partir de polimeros biodegradaveis, quando o
mesmo entra em contato com o meio fisiolégico ocorre primeiro a degradacdo da
porcao superficial da fase polimérica para posterior degradacdo em direcdo ao centro
do andaime. Essa liberacdo inicial superficial € geralmente maior, a ndo ser que
posteriormente ocorra uma erosdo completa do dispositivo. Adicionalmente, uma
grande proporcao entre area superficial e volume, observada no formato de pastilhas,
aumenta a susceptibilidade de hidrolise dos polimeros PLA e PLGA,
conseqglientemente ocasionando uma maior diminuicdo inicial do pH. De modo

semelhante, espera-se uma liberagdo maior da tetraciclina presente na superficie das
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pastilhas com posterior liberacdo da mesma contida no interior do material. Essa

liberacao inicial também poderia causar um decréscimo do pH.

O aumento do nimero médio de células inflamatérias observado ao 13° dia
em todos os grupos contrapdem-se a diminuicdo da média de células do grupo dos
animais apenas incisionados. Este fato sugere modificacdo protéica com subseqiiente
recrutamento de linfocitos. Dessa forma, o 13° dia corresponde ao tempo necessario
para o aparecimento de linfécitos e desenvolvimento de reatividade imunolégica
adaptativa, que depois se regula a partir do 21° dia. Sendo assim, ndo ha uma
majoracdo da inflamacdo, mas um aumento da celularidade, objetivando-se a
resolucdo do processo inflamatdrio, com possivel liberacdo de mediadores quimicos,

tais como TGF- e IL-10, sinalizando a cicatrizacdo e recrutamento de fibroblastos.

De forma geral, a partir do 21° dia, o padrdo de organizacdo tecidual
observado nesse estudo estava proximo da normalidade, ndo havendo diferencas
estatisticas entre as médias de células inflamatérias dos grupos dos compdsitos

testados.

Adicionalmente, sabe-se que a via subcutdnea € bastante imunogénica,
em contraposi¢ao ao sitio ortotrépico para o material em questéo, que sera recoberto
por mucosa, correspondendo ao local menos imunogénico. Desta forma, espera-se
gue os compositos apresentem melhor desempenho quando implantados em sitios

6sseos.

O tipo de polimero influenciou a resposta inflamatéria, sendo que os
compositos formados por PLGA apresentaram maior média de células inflamatdrias na
maioria dos tempos analisados. Sabe-se que a maior velocidade de degradacdo do

polimero esta associada ao grau de inflamacéo tecidual.

Apesar de as pastilhas do controle PLGA apresentarem-se bastante
reabsorvidas ao 28° dia do experimento, e de terem sido totalmente degradadas ao

final dos 56 dias, ndo causaram resposta inflamatoria severa.

A adicdo de tetraciclina influenciou favoravelmente a resposta biologica
dos materiais, sendo esta relacédo evidente nos dias 7, 13 e 28. Esses resultados estdo
de acordo com a literatura, de forma que as diversas atividades biologicas da
tetraciclina estariam otimizando o desempenho dos compositos (ESPOSITO, 1997;
SEYMOUR, 1995; WIKESJO, et al., 1986).

Um efeito secundério de cirurgias € a possibilidade de infeccdo. O uso de

antibioticos em sitios cirargicos foi sugerido por NASR et al. (1999). Ao se realizar
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enxertos em sitios periodontais dever-se-ia fazer uso das tetraciclinas, para supressao
imediata de biofilme bacteriano ap6s a cirurgia, sendo essa administracao
recomendada em um periodo de 20 dias ou até que o paciente seja capaz de efetuar o
controle de placa ideal na regido operada. A tetraciclina mostra-se como o antibiético
de escolha para reconstrugbes Osseas, uma vez que exibe propriedades
farmacologicas favoraveis como atividade anticolagenasica, inibicdo de reabsor¢éo de
0ss0, acdo antiinflamatdria e uma habilidade para promover a adsorcao de fibroblastos
e tecido conectivo em superficies radiculares (ESPOSITO, 1997; SEYMOUR, 1995;
WIKESJO, et al., 1986).

As tetraciclinas exibem diversas propriedades antiinflamatorias, incluindo
inibicdo de: metaloproteinases, fator de necrose tumoral (TNF) e producdo de éxido
nitrico (iNOS) (POPOVIC et al., 2002), assim como inibem a atividade enzimética da
fosfolipase A2 (PRUZANSKI et al., 1992). Também foi demonstrada a inibicdo do
processamento de antigenos para apresentacdo a células T humanas (KALISH &
KOUJAK, 2004). Adicionalmente, tem sido relatada protecdo cardiovascular e
neuroldgica pelo uso das tetraciclinas (SCARABELLI et al., 2004; CHTARTO et al.,
2003)

A baixa concentracdo de tetraciclina € importante para manter a
integridade de estruturas ésseas, as quais podem ser muito queladas pela acdo de
TCN. Para superar esta desvantagem, os autores tém posposto um sistema de
liberacdo de tetraciclina incluida em [B-ciclodextrina (B-CD). Esses autores sugerem
que um sistema de liberacéo local de tetraciclina favorece maior substantividade do
antibiotico e adesdo homogénea a dentina, entretanto proporcionando menor
desmineralizacdo e pigmentacdo de superficies dentinarias bovinas que a TCN
isoladamente (PATARO et al., 2003).

Em um outro estudo, DOMINGUES et al. (2004) carregaram TCN em
biovidros e encontraram que os espectros FITR dos biovidros quando comparados aos
mesmos carregados com TCN ou TCN:B-CD foram semelhantes. Os autores
constaram que a presenca da TCN ou do composto de inclusdo TCN:B-CD nos
biovidros ndo afetou a bioatividade dos mesmos. Adicionalmente, verificou-se

atividade bacteriostatica superior dos biovidros carregados com TCN ou TCN:3-CD.

Em nosso estudo, apesar de a proporcdo de polimero/bioceramica ser de
1:3, e de a concentracdo de TCN para os teste in vivo ser de 0,1%, era de se esperar
nenhuma ou pouca alteracdo da morfologia dos compdsitos, como comprovada pela

MEV. Em contrapartida, estudos preliminares de espectroscopia em nosso laboratorio,
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utilizando a concentracdo de TCN a 1% nos compositos, indicam a liberacdo da
mesma de forma lenta, sem o efeito explosdo. Esse fato pode ser parcialmente
explicado pela possivel intera¢do quimica entre os grupos anibnicos fosfato e a porgcéo
acida da tetraciclina, assim como a possibilidade de quelagdo da TCN com o calcio, o
gue tornaria lenta a sua liberacdo. Adicionalmente, poderia ser benéfica a formagéo de
composto de inclusdo entre a antibidticos e ciclodextrinas, criando um novo sistema de

liberacdo lenta em compdsitos de polimeros biodegradaveis e bioceramicas.

A associacdo de polimeros com antimicrobianos para Regeneracao
Tecidual Guiada (RTG) tem sido descrita na literatura. Membranas para RTG a partir
da dissolucdo de PLA através de metileno cloridrico, com a adicdo de etilacetato,
assim como tetraciclina ou flurbiprofeno a 5, 10 e 20% para liberacdo controlada foram
fabricadas e caracterizadas por PARK et al. (1997). Essa solucdo foi associada a
fiboras de PGA. Esses pesquisadores sugeriram que a porosidade das membranas
poderia ser controlada pela composicdo do solvente na solucdo de PLA. Esses
mesmos autores demonstraram que as solugcdes contendo TCN a 5 e 10%
apresentaram-se homogéneas; entretanto, ao associar a solucéo as fibras de PGA, a
solubilidade da TCN na solucdo de PLA diminuiu e ocorreu a recristalinizacdo da TCN,
fazendo com que as particulas de TCN migrassem para a superficie da membrana
apos a completa evaporacao do solvente, fato que ndo modificou a morfologia do
dispositivo, mas propiciou uma liberacdo em explosdo (burst effect) da TCN.
Posteriormente a essa grande liberacéo inicial, observaram a liberagdo constante de
TCN, a qual esta associada a difusdo dos cristais do farmaco embutidos na matriz
hidrofébica de PLA.

Ainda em relagdo a adicdo de TCN aos compdsitos, € possivel afirmar que
esse farmaco auxilia na estabilizacdo térmica dos compdsitos. Testes em nosso
laboratério constataram que o aumento da concentracdo de TCN (ANEXO 5) acarreta
uma maior estabilidade térmica dos compésitos, quando comparados ao compadsito
isento deste farmaco (RECOPE, 2004).

NAJMAN et al. (2003) desenvolveram um estudo semelhante ao aqui
apresentado, onde foram avaliadas mudancas nos compdsitos de HA:PLA, 80:20%
p/p, assim como reacdo tecidual trés meses apds implantacdo subcutdnea em

camundongos. Os autores relataram boa biocompatibilidade dos compdésitos.

Segundo ATHANASIOU et al. (1996), apesar de os biomateriais PLA e
PLGA geralmente apresentaram-se biocompativeis e ndo-toxicos, tém sido reportadas

reacOes inflamatorias a implantes com esses polimeros, usualmente ocorrendo de 7 a
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20 semanas apos a sua instalacdo no organismo, estando atribuidas aos produtos de
degradacgéo drenados do sitio de implantagcdo a medida que se inicia a hidrolise do

polimero.

Segundo SHIKINAMI & OKUNO (1999), fragmentos particulados de
implantes deteriorados de bioceramicas e polimeros organicos podem criar um efeito
adverso nos tecidos circundantes culminando, ocasionalmente, em uma resposta
inflamatoéria. Esses autores citam algumas caracteristicas dos materiais associadas ao
desenvolvimento de uma reagdo de corpo-estranho, como: (1) tamanho da particula;
(2) quantidade de material por unidade de volume do tecido; (3) formato; (4) topografia
da superficie e (5) a relacdo hidrofobicidade/hidrofilicidade das superficies das
particulas. Assim sendo, a composicdo quimica das particulas dos materiais,
bioinertes ou bioativos, ndo deveria ser considerada como agente etiolégico para a
inflamacéao tecidual, sendo que o tamanho dessas particulas deveria ser inferior a 100
um. Comparando aos nossos resultados, apesar de ter sido utilizado particulas de
bioceramica 80x60 Mesh, ou seja, com diametros entre 250 e 180um, e
histologicamente ter sido observado a presenca de células gigantes em alguns cortes,

néo foi constado reacdo de corpo-estranho em nenhum dos materiais testados.

—Adicionalmente, NASR et al. (1999) sugerem que particulas muito

grandes reabsorvem mais lentamente, apresentando uma menor superficie de contato;

inflamatoria, sendo rapidamente reabsorvidas ou fagocitadas, além de apresentar um

espaco inter-particulas de dimensdes reduzidas, ndo conduzindo ou dificultado a

migragao e invaginagao celular.

As pastilhas de todos os compdsitos testados, assim como dos controles
PLA e BC apresentaram uma maior estabilidade estrutural. Segundo WONG &
MOONEY (1997), a_taxa de degradacdo dos copolimeros de GA e LA é influenciada

por fatores que afetam a formacdo da cadeia polimérica, cristalinidade e

hidrofobicidade. Uma vez que a degradacdo é induzida pela hidrélise, uma estrutura
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cristalina ou uma composicdo polimérica hidrofébica desfavorecem a dissolucdo e

degradacédo. Adicionalmente, a_presenca de um grupo metil extra faz com que o PLA

seja mais hidrofébico e menos suscetivel a hidrélise gue o PGA. Dessa forma, o PLA
degrada mais lentamente gue o PGA (WONG & MOONEY,1997).

Os compdsitos testados nesse estudo foram obtidos através da associagao
dos polimeros biodegradaveis PLGA ou PLA aos granulos da matriz bioceramica,
formando-se um artefato soélido e modelavel, sendo que o compoésito PLA:BC, de
acordo com os resultados dos testes in vivo, manteve-se rigido por mais tempo. Dessa
forma, sugere-se que os polimeros biodegradaveis protejam os granulos de BC
formando um material rigido e ao mesmo tempo modelavel. A diferenca nos graus de

degradacéo dos compadsitos sugere diversas aplicacoes.

Esses biomateriais poderiam ser programados para serem reabsorvidos de
acordo com a necessidade requerida, alterando-se as proporcdes polimero:BC e
principalmente escolhendo-se o0 polimero adequado para cada aplicacdo, o que
formaria um dispositivo progressivamente degradavel, possivelmente possibilitando o
crescimento de tecido 6sseo dentro das porosidades, que segundo ALEXANDER et al.

(1996) seria uma solugéo 6tima para a aplicagéo de biomateriais.

Entretanto, segundo HIGASHI et al. (1986) a degradagdo dos polimeros
PLA e PGA aumenta a solubilidade da hidroxiapatita e, portanto, da biocerdmica, uma
vez que diminui o pH local. Com a degradagéo da bioceramica, ha liberagcdo de ions

calcio e fosfato, os quais poderiam ser reaproveitados para a neoformagédo 6ssea.

A penetracdo de células mesenquimais nos espagos porosos de
hidroxiapatita sinterizada tém o potencial de expressar pelo menos dois programas
morfogenéticos distintos: (1) a formacao de um tecido fibroso ou (2) a diferenciacéo de
tecido 6sseo, sendo que essa escolha é determinada pelos sinais locais controlados
pela geometria do substrato (RIPAMONTI, 1999a,b). Dessa forma, a iniciacdo da
formacdo éssea pode estar associada a concavidades na superficie do substrato, ao
invés de convexidades ou mesmo superficies planas. RIPAMONTI (1999a,b)
desenvolveu estudos a partir de HA litomérfica. LOBO (2002) demonstrou o potencial
da bioceramcia Osteosynt® em induzir o crescimento 6sseo em sitios ortotrépicos em
coelhos. No entanto, a formacdo de compdsitos a partir de bioceramica na forma
granular e polimeros biodegradaveis possibilitou a formacdo de um andaime com
micro e macroporosidades, possibilitando a invaginacdo e possivelmente a

diferenciacgéo celular.
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A adicdo de osso autdégeno a compoésitos de HA:PLA 80:20% p/p néo
interfere no aparecimento de tecido conectivo de coldgeno quando implantados
intraperitonialmente em camundongos e avaliados através de espectroscopia (FT-IR) e
MEV (IGNJATOVIC et al., 2001).

A sugestdo de angiogénese observada nos cortes histologicos, tanto nos
compdsitos como nos controles, assim como macroscopicamente e por MEV, é um
fator determinante para a biocompatibilidade, uma vez que possibilita 0 material
enxertado ter acesso a uma maior quantidade células indiferenciadas e fatores de

crescimento, necessarios para o sucesso do implante.

Neste estudo, em relacdo ao tamanho dos poros dos compdsitos
verificados por MEV, pode-se afirmar que foram favoraveis para a possivel adsorcdo
celular e conducdo de vasos sanguineos. O tecido vascular ndo aparece em poros
menores que 100 ym (HENCH, 1996). O tamanho das trabéculas do tecido 6sseo
varia de 20 a 100 um, sendo que essa Ultima medida permite que a trabécula conduza
0 seu proéprio vaso sanguineo, da mesma forma que ocorre com 0 0SS0 compacto, o
qual possui um sistema Harvesiano ou osteons de 50 a 250 um. Sendo assim, para
suportar o crescimento e invaginacao de tecido 6sseo trabecular, os poros devem ter o

tamanho, no minimo, entre 40 e 100 um (NASR et al.,1999),

Adicionalmente, a geometria do andaime implantado deve ser capaz nao
somente de sequestrar BMPs/OPs, mas também estimular a angiogénese, a qual &
um pré-requisito para a osteogénese. A angiogénese pode prover temporariamente
um fluxo regulado de populagBes celulares capazes de expressar o fendtipo
osteogénico (RIPAMONTI et al., 1999a,b; RIPAMONTI et al.,1993).

O sitio de implantacé@o interfere nos resultados biolégicos do material.
Esses biomateriais foram implantados na camada subcutanea de camundongos, local
onde a movimentacdo dos implantes nd&o pode ser controlada. Dispositivos
implantados estando em continuo movimento ou micromovimentos em relagdo ao
tecido vizinho podem provocar inflamacéo e estimulagéo da liberagéo de enzimas, fato
este que poderia afetar a taxa de degradagéo do implante, o grau de inflamagéo e o
consegientemente o sucesso do mesmo (COURY, 1996; TEMENOFF et al., 1999).

O primeiro evento quase gue imediato gue ocorre apos a implantacdo de

biomateriais € a adsorcdo de proteinas. Essas proteinas vém primeiro do sanque e

dos fluidos tissulares do sitio cirlrgico e posteriormente da atividade celular da regido

periférica ao implante. Uma vez na superficie, as proteinas podem descolar ou

permanecer para mediar as interacoes entre o tecido e o implante. Dessa forma,
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acredita-se que a natureza desse filme condicionante depositado na superficies dos

biomateriais é responsavel pela resposta do hospedeiro (ANDRADE, 1985;: HORBETT
& BRASH, 1987;: PULEO & NANCIB, 1999).

A forte adesdo de_tecido aos compositos sugere uma alta bioatividade
desses biomateriais, fato este que permitiu o crescimento desses tecidos dentro das
porosidades das pastilhas, aderindo-se as particulas de bioceramica. De acordo com
HENCH (1998a), uma gama limitada de biovidros contendo SiO,-Na,0-CaO-P,0s,

apresentando _menos de 55% de SiO, exibem um alto indice de bioatividade,

ocorrendo a adesao tanto ao tecido 6sseo quanto a tecidos moles. Sequndo 0 mesmo

autor, a hidroxiapatita ceramica pode aderir-se ao 0sso, mas ndo em tecidos moles.

Todavia, a medida que_se retirava o tecido conjuntivo das pastilhas,

eventualmente também se retiravam os fatores de unido entre o tecido e o implante,

que nesse caso inclui células e fragmentos das pastilhas. Como forma de possibilitar a

visualizacdo da maior quantidade de caracteres possiveis, foram determinadas duas

areas zonas para andlise, com e sem recobrimento de tecido animal. Segundo
KOEMPEL et al. (1998), a continuidade da interface entre o tecido do hospedeiro e 0

biomaterial é essencial para a osteointegracao.

Adicionalmente, com a degradacdo do polimero, a superficie apresenta

uma grande guantidade de ions OH™ que podem atrair ions Ca?* e iniciar a formacéo
de uma camada de CaP (LAURENCIN & LU, 1999). Contudo, a degradacdo da
bioceramica libera no meio fons Ca”. Segundo HORBETT et al. (1996), a ades&o

celular que ocorre entre algumas integrinas das células e a sequéncia RGD de
aminoacidos (arginina, glicina e acido aspartico) da fibronectina e outras proteinas
adesivas que se ligam substrato somente ocorre na presenca de Ca”". Dessa forma, é
de se esperar uma forte unido dos compdésitos aos tecidos implantados. Segundo
IGNJATOVIC & USKOKOVIC (2004), uma adesdo consistente entre os tecidos
circundantes e a superficie do implante, assim como sua integracao, sao indicativos de
altos graus de biocompatibilidade. Entretanto, a liberagdo de um grande nimero de
ions de célcio, como ocorre com 0s materiais muito sollveis, termina por inibir
atividade osteoclastica. Dessa forma, a bioceramica deve apresentar um a solubilidade
apropriada tanto para a atividade osteoclastica quanto para o osteoblastica (YAMADA
et al., 1997).

A osteoinducdo intrinseca em biomateriais porosos implantados
heterotopicamente em primatas indicam que o modelo animal utilizado € um parametro

critico para a ocorréncia de diferenciacdo 6ssea, sendo que a osteoinducdo é
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altamente reprodutivel em primatas, minima em cdes e ausente em coelhos e
roedores, a0 menos que a hidroxiapatita seja pré-tratada com BMPs/OPs
(RIPAMONTI, 1999a,b). Apesar da grande significancia deste estudo, pode-se concluir
gque os primatas, como citado pelo autor, sdo o modelo ideal para os materiais por ele
testados, ndo se devendo extrapolar para todos os materiais existentes com finalidade
de preenchimento 6sseo. Entretanto, os compositos testados em nosso estudo
deveriam ser aplicados hetero ou ortrotopicamente em outros modelos animais para

se avaliar a inducdo ou a ndo-inducéao de tecido dsseo.

A formacdo de compésitos de HA:PLA com propriedades mecéanicas
aumentadas ndo diminuiu a resposta bioldégica dos mesmos, apresentando pequena
resposta inflamatoéria, boa adesdo do tecido circundante apds implantacdo e
apresentando altos indices de biocompatibilidade (LIN et al., 1999; IGNJATOVIC &
USKOKOVIC, 2004).

Cabe ressaltar que o entendimento e a mensuracao da biocompatibilidade

€ uma exclusividade da ciéncia dos biomateriais. Entretanto, ndo existem definicées

precisas ou medidas exatas para a biocompatibilidade, devendo essa ser

especificamente definida para aplicacées em tecido mole, em tecido duro, etc. Dessa

forma, a biocompatibilidade de um dispositivo médico poderia ser definida como o

sucesso desse dispositivo de alcancar a funcao pretendida (RATNER et al., 1996).
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CONCLUSOES

A partir de exposto, conclui-se que:

Os compdsitos apresentaram maior plasticidade quando comparados com a
bioceramica, melhorando as propriedades de manuseio e modelagem do

material a frio e a quente.

As propriedades de modelagem do compdésito sugerem o seu possivel uso
como material para reposi¢cdo 6ssea, embora analises complementares sejam

necessarias para a comprovagao desses Usos.

Os compdsitos formados a partir de polimeros biodegradaveis PLA e PLGA em

uma matriz bioceramica apresentaram baixos graus de citoxicidade in vitro;

Os grupos contendo o polimero PLGA expressaram um maior grau de

toxicidade do que os com PLA;

O tipo de polimero PLA ou PLGA influenciou mais a citotoxicidade do que a

presenca ou auséncia de tetraciclina;

Os materiais testados apresentaram biocompatibilidade aceitavel para os

testes realizados neste estudo;

A bioceramica pura apresentou a melhor resposta biolégica, com infiltrado de

poucas células inflamatorias por um curto periodo de tempo;

Os compdsitos formados a partir do PLA mostraram-se mais biocompativeis

dos que os formados com o PLGA,

A adicdo de tetraciclina influenciou favoravelmente a resposta biol6gica dos

materiais;

Os compositos apresentaram uma microestrutura semicristalina, com os de
granulos de bioceramica recobertos por uma fase continua e plastica de

polimero em intimo contato com os mesmos;
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11. Os compésitos mostraram aumento gradual da porosidade em relagdo ao
tempo e sofreram erosao, possivelmente pela perda do polimero, expondo as

particulas de bioceramica.

12. O tipo de polimero influenciou o tempo de degradacédo, sendo a do PLGA mais

rapida do que a do PLA,
13. Foi verificada a adeséo de células e sugestao de vasos sanguineos;

14. A forte adesdo e uma camada celular nos compdsitos sugere uma alta

bioatividade desses biomateriais;

15. Os resultados in vivo corroboram os in vitro, de forma que possibilitam a
continuacdo da avaliacdo da biocompatibilidade, como em sitios ortotrépicos

de outros modelos animais e humanos.
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SUMARY

Calcium phosphate bioceramics have been demonstrated a good alternative for bone
replacing, due its intrinsic bioativity, despite some manipulation difficulties. A significant
amount of scaffolds for tissue engineering are made from biodegradable polymers such
as PLGA and PLA, known by its plasticity and degrability. Thus, this two kinds of
biomaterias could have its proprieties optimized by forming composites. Additionaly,
tetracycline (TCN) is well known for its large spectrum antibiotic, anti-inflamatory and
other non-antimicrobial activities. The objective of the present work was to evaluate the

biological response of composites of biodegradable polymers (PLA, PLGA) dispersed

in a bioceramic matrix (Osteosynt® - BC) with tetracycline addition. It were performed
direct contact test (ASTM F-813), eluation test (USP XXIII) and biocompatility test by
macroscopic and microscopic analyses on outbread swiss mice 1, 7, 13, 21, 28 and 56
days after subcutaneus implantation. It was verified low citotoxicity in vitro of the
composites PLA:BC and PLGA:BC when compared to the controls. It was observed a
low to moderate inflammatory response for most of the groups. The tissue showed
normal pattern after 21 days for all the groups. It could be noted angiogesesis and
celular adsortion. TCN addition favorably interfered in the in vitro biological response.
Macroscopic observations showed that the composites with PLGA degradated much
faster than those with PLA, as same as the controls PLGA and PLA. In conclusion, the
composites were biocompatible, promising possible application for bone tissue

engineering.
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ANEXO 2 — Analise qualitativa do namero e tipo de células inflamatérias de tecido
subcutaneo dos camundongos apds os dias 1, 7, 13, 21, 28 e 56

Dia Grupo Infiltrado Tipo Macrofagos Cel. Gigantes
+++ PMN ++ ++
N1 +++ PMN + ++
++ PMN ++ ++
N2 + PMN + +
N3 ++ PMN ++ ++
+++ PMN + +
+++ PMN + +
L N4 +++ PMN + +
C1l +++ PMN ++ +
C2 +++ PMN ++ +
BC + PMN, LP + -
A - - - -
H - - - -
++ PMN, LP ++ ++
N1 +++ PMN, LP ++ ++
+++ PMN, LP + ++
+++ PMN, LP + +
N2 ++ PMN, LP + +
++ LP, PMN + +
++ LP, PMN + +
N3 ++ LP, PMN + +
7 +++ LP, PMN + +
+++ LP, PMN + +
N4 +++ LP, PMN ++ +
++ LP, PMN + +
C1 ++ LP, PMN + +
Cc2 ++ LP, PMN + +
+ PMN, LP - -
BC + PMN, LP - -
A - - - -
H - - - -
++ LP, PMN + +
N1 + LP, PMN - -
+ LP, PMN - +
N2 + LP, PMN - -
+ LP, PMN - -
+ LP - -
N3 + LP - -
+ LP - -
13 + LP, PMN + +
N4 - LP, PMN - -
+ LP, PMN - -
C1 - - - -
Cc2 - - - -
BC + PMN - -
A - - - -
H - - - -

N1- Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50 : bioceramica
+0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica; N4- D,L Poli (Acido Léatico) : bioceramica
+ 0,1% plp tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Lético) ;
BC: bioceramica; A — animal apenas incisionado; H — animal higido; PMN - polimorfonuclear; LP -
linfoplasmocitario
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Dia

Grupo

Infiltrado

Tipo

Macréfagos

Cel. Gigantes

N1

N2

21

N3

N4

Cl

C2

BC

Al

N1

N2

N3

28

N4

C1

Cc2

N1

N2

N3

+ |

56

N4

+

C1

Cc2

BC

Al

H

N1- Poli (Acido Latico-Glicolico)

+0,1% p/p tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Lético) ;

50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica
+ 0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica; N4- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica

BC: bioceramica; A — animal apenas incisionado; H — animal higido; PMN — polimorfonuclear; LP -

linfoplasmocitario
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ANEXO 3 - Difratogramas de Raios-X para: A) BC; B) PLGA; e compdsitos PLGA:BC
C) 15:85; D) 20:80, E) 25:75 e F) 25:75 % p/p apds aquecimento de 75°C. Fonte:

Comportamento semicristalino da bioceramica contrapondo-se ao padrao
cristalografico amorfo dos polimeros PLGA e PLA, assim como uma maior

desorganizacao da rede cristalina dos compasitos influenciada pelo aumento da

RECOPE (2004), p. 62

porcentagem de PLGA. Sugestdo de aumento do carater hidrofébico dos compdsitos

guando comparados aos polimeros separadamente (RECOPE, 2004).

Intensidade (%)

i| (A)

m ®)
\_WM ©)

W (E)

T
10 z0 30 <40 S0 50

28 (G raus)
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ANEXO 4 —Curvas TG para: A) BC, B) PLGA e compdsitos C) 15:85, D) 20:80, E)

25:75 e F) 25:75 PLGA:BC % p/p apds aquecimento a 75°C. Fonte: RECOPE (2004),
p. 59.

Menor estabilidade térmica dos compdsitos quando comparados ao controle PLGA
(RECOPE. 2004).
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ANEXO 5 — Curvas TG para: A) BC, B) PLGA, C) TCN e compositos contendo D)TCN

1%, E)TCN 0.1%, F) TCN 0.01% e G) sem TCN. Fonte: RECOPE (2004), p. 72

Maior estabilidade térmica dos compdsitos proporcionada pelo aumento da
concentracao de tetraciclina (RECOPE. 2004).
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TABELA 1 — Numero de células inflamatorias por campo* dos camundongos higidos

Grupo Células por Campo
H1 12
H2

RIFRPINOIFIN

NIOININ|F|F-

[ellelif]] llelle]

R|IO0O|Fr|O|O

o|R|h|k|o|-

OIFRINF WIN
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Rk kloNk

R(NR (R
=]l=]l=11=

OO0 |O|IFLIN

RINO|IFL|IN W

O IO|IFL,|INO

OFRINIFLF OO

PRk N o

* reticulo acoplado a objetiva de microscépio 6tico; 40 x

H1 — animal higido 1
H2 — animal higido 2

T OX3aNV
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Dia | Grupo Células por Campo
37 |49 | 90 | 26 | 19 | 23 | 16 | 23 | 32 | 50 | 43 |84 | 67 | 28 | 13 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24
N1 99 |177| 76 | 46 | 39 | 57 | 26 | 21
56 | 41 | 30 | 83 | 76 | 67 | 70 | 42 | 47 | 32
59 [132|110| 75 | 18 | 43 | 26 | 40 | 57 | 36
48 | 44 | 28 | 14 | 26 | 23 | 24 | 13 | 20 | 29
N2 24 | 22 | 30 | 21 | 17
8 7 |17 | 15|13 |14 | 13 |17 |11 | 7 |15 |13 | 9 5 7 |11 | 7
114 41 | 38 | 19 | 19 | 25 | 21 | 48 | 42 | 44 | 27
N3 21 | 38 |33 | 25|31 |57 403|299 | 21
13 | 17 | 25 | 24 | 18 | 23 | 17 | 22
83 12392 | 8 | 8 |92 | 64 | 58 |78 |61 |51 | 72|42 |50 |51 |55] 44
N4 19 | 70 | 89 | 37 | 41 | 65 | 64 | 44 | 38 | 69 | 44 | 55
50 | 22 | 30 | 20 | 16 | 20
1 41 | 17 | 48
c1 57 | 47 | 83 |38 | 18 | 33 | 32 | 33 | 20
35 | 17 | 14
68 | 52 |100| 26 | 46 | 52 | 24 | 31 | 27 | 27 | 16 | 10
30 | 13 | 11
co 39 |39 |42 | 38|34 |36 | 30| 28|20 |20 | 23|30 |23 | 22| 19| 48
16 | 14 | 14 | 13 | 12 | 13
40 | 28 | 46 | 35 | 29 | 28 | 45 | 32 | 28 | 20 | 19 | 18
2 3 5 2 2 3 2 2 3 14|10 3 3 2 3 3 7 9 |14
BC 12 |12 |17 |27 | 13| 8 |11 |15 |11 |17 |15 |15 ] 9 |12 | 4 |11 | 5
22 |15 | 9 |10 | 15|13 | 6 8 |13 |11 |18 |15 |11 |10 | 10| 4 9 |16 | 6
7 10|11 )10|16| 8 |11 | 10| 8 |11 |11 |10 ]| 9 5 3 9
2 3 4 1 6 3 3 3 3 1 |16 |12 | 7 7 7 116 | 5 4
A 6 3 3 2 7 6 3 |12 | 8 5 1 2 2
3 7 3 3 1 5 5 5 2 8

TABELA 2 — Numero de células inflamatérias por campo* de tecido subcutaneo dos camundongos apés 1 dia
* reticulo acoplado a objetiva de microscopio 6tico; 40 x
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Vo1

N1- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Lético) : bioceramica; N4-
D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Latico) ; BC: bioceramica; A — animal
apenas incisionado
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Qo7

TABELA 3 — Numero de células inflamatérias por campo* de tecido subcutaneo dos camundongos apos 7 dias

Dia | Grupo Células por Campo
12 | 15| 8 | 12 | 16 | 9 5 | 16
N1 11 |17 | 7 | 16 | 18 | 8 9 7 9
19 116 | 20 | 16 | 13 | 10 | 12 | 10
10| 9 |12 | 6 |12 | 3
N2 27 | 20 | 14 | 8 9 9 4 5 [ 13 ] 20| 11
3 6 |11 | 4 4 5 4 5 3
4 2 3 /11| 9 |15] 6 1 5 4
4 8 7 6 7 5 4 4
N3 5 5 2 4 8 8 5 3 3 6
2 5 3 3 4 4 4
7 4 4 | 15| 8 3 4 3 3 3
N4 9 4 3 4 4 3 6
7 8 6 4 4 6 6 8 2 4 5
20 | 14 | 9 5 8 6 3 5 4 |10 ] 3
8 8 6 1 111 4 7 6 6 5 |13 ] 6
C1 5 3 5 5 2 4 3 5 3 5
4 3 4 4 7 110 9 9 |10 | 7 6 3
c2 5 7 |11 15| 4 8 6 | 10| 4 |16 | 16 | 9
4 4 7 7 4 5 5
14 | 9 9 5 5 3 7 7 3 3 7 3
BC 11 | 5 4 3 4 8 3 3 4
2 2 3 1 0 0 1 2
3 10| 9 6 2 3 2 0 0 0
A 3 5 14 | 7 4 3 4 5 3 0 0 1
6 6 4 3 6 5 6 7 3 4 4

* reticulo acoplado a objetiva de microscopio Gtico; 40 X ) )
N1- Poli (Acido Latico-Glicdlico) 50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica; N4-

D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Latico) ; BC: bioceramica; A — animal

apenas incisionado
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TABELA 4 — Namero de células inflamatorias por campo* de tecido subcutaneo dos camundongos apos 13 dias

Dia | Grupo Células por Campo
24 | 25 | 16 | 14 |14 | 7 | 15
N1 18 | 17| 8 8 |10 | 6
7 8 8 8
11 |17 | 27 | 21 | 11 | 9
N2 21| 9 |14 |12 |12 | 18 | 7 7 6 | 20| 8 |14 |11 | 8
15112 | 29 | 14 | 12 | 12
54 | 34 |19 | 24 12918 |10 | 14| 9 8 |19 20|12 |15 ] 17 |10 ] 10
N3 17 | 22 |17 |16 | 14 | 11 |11 | 13 | 13 |10 | 7 |48 | 7 | 30
23 111 |16 | 65| 8 | 40 | 10
5 5 5 |15 | 6 5 6 5 6
13 N4 6 4 | 23|27 | 20| 7 |10 ]| 10| 8 4
9 |15 | 8 6 3 5 8 7 6 2 5 7 8 |12 | 7
c1 3 9 |16 | 6 |11 | 6 7
12 | 13 | 15 | 16 | 8 6
co 18 | 14 | 15| 11 | 12 | 12 | 10 | 10 | 7 7 8 6 6
4 110|111 9 7 |12 | 3 |20 | 8
19 | 25120 9 |12 | 7 7 |14 112 |1 20|12 | 4
BC 8 5 3 3 4 2 5 1 1 1
18 | 17 | 16 | 15 | 13 | 16 | 14 | 16 | 10 | 10
A 3 3 3 3 2 0 1 2 2 1 0 1 0 1 2
2 0 0 0 4 2 3 2 2 2

* reticulo acoplado a objetiva de microscopio ético; 40 X ) )
N1- Poli (Acido Latico-Glicdlico) 50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica; N4-

D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Latico) ; BC: bioceramica; A — animal
apenas incisionado
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TABELA 5 — Numero de células inflamatérias por campo* de tecido subcutaneo dos camundongos apés 21 dias

Dia | Grupo Células por Campo
3 4 5 4 7 4 5
N1 3 5 |4 2 0 3
7 8 2 5 5 6 7 8 7 4 5 4 4 2
5 3 3 4 3 3 4 3 2
3 2 4 3 3 2 1 3 3 2
N2 3 4 4 2 2 6 1 3 3 4 2
3 3 4 3 3 4
3 5 4 3 3 2 3 3 2 7 3
N3 8 4 4 5 6 6 5 5 4 5 4 2 3 2 6 4 3
21 3 2 3 3 6 3 6 5 6 3 2
3 4 3 4 5 2 4 3 3 3 4
N4 4 2 2 3 4 4 5 5 3 3 2
3 2 1 2 5 4 5 3 2
2 3 2 5 6 4 5 3 110 | 5 9 5 |11 ] 6 3 5 3
C1 2 11 | 27 | 45 | 18 | 14 7 2 14 | 10 3 10 5 6 4 2 |3 6
18 | 24 | 25 | 31 | 21 | 22 4 7 12 6 15 5 4 12 | 16 | 13 | 10 2
c2 11 6 9 4 4 8 22 4 13 | 11 6 7 8
6 2 13 114 |10 | 23 | 16 | 10 4 4 4 5
BC 2 0 0 3 0 1 2 1 2 2
1 0 0 0 4 0 2 3 2 1 2

* reticulo acoplado a objetiva de microscopio 6tico; 40 x

N1- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica; N4-

D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Latico) ; BC: bioceramica; A — animal
apenas incisionado
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TABELA 6 — Namero de células inflamatorias por campo* de tecido subcutaneo dos camundongos apos 28 dias

Dia | Grupo Células por Campo
3 4 3 3 5 4 4 2 4 4 3
N1 4 3 |3 8 4 3 5 7 3 3 4 9 7 4 3
6 7 5 3 3 4 6 5 1 2 3 3 5 2
6 | 20| 6 4 5 22 ] 4 3 5 5 7 |10 ] 7 3 3
N2 4 6 7 9 2 3 |15 ] 2 3 13| 6 |11 |15 | 7 6
6 4 4 4 3 2 1 2 0 4
12 | 23 | 8 4 3 3 7 4 4 3 6 4 8 4 4
N3 3 2 4 5 3 5 5 3 2 1 2 3 3
9 [14 ] 9 3 3 5 5 2 2 4 4
7 3 3 2 3 1 4 4 3 5 2 1 2 2 2
o8 N4 3 3 3 2 2 3 5 2 2 2 3 1 0 2
3 3 2 3 4 3 2 3 1 2 2
4 |19 16|11 ] 9 2 6 2
C1 6 5 4 3 5 2 3 2 3 3 3
3 3 4 2 4 4 9 |10 | 2 2
1 2 2 2 2 2 3 4 3 3
co 10 | 4 7 6 3 4 110 | 5 2 1
3 3 5 8 7 3 1 2 6 2 3 6 9 8 5
3 119 8 2 | 25|16 |13 |10 | 6 3 4
1 2 1 0 0 0 1 0 2 0
BC 4 3 2 0 1 0 3 2 4 1 2 0 1 0 2
1 2 2 2 0 0 1 0 1 1 3 0 2

* reticulo acoplado a objetiva de microscopio ético; 40 X ) )
N1- Poli (Acido Latico-Glictlico) 50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicolico) 50:50 : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica; N4-
D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Latico) ; BC: bioceramica; A — animal

apenas incisionado
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Dia | Grupo Células por Campo
1 2 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1
N1 4 2 0 0 0 2 4 2 0 0 1 2 1 0
4 2 2 3 1 0 0 2 2 0 0 2
4 4 6 10 1 2 0 2 0 1 1 0 6 7 1
N2 8 5 3 3 0 3 2 1 2 2 1 1
3 7 4 3 4 2 1 0 1 0 0
3 4 3 2 2 3 3 0 2 0
2 3 2 3 3 2 3 2 3 1 0 2 3 0 2
56 N3 4 3 6 5 5 3 2 4 4 2 2 4 2 2
4 5 8 5 6 0 5 2 3 6 1 2
1 2 3 1 2 1 3 1 4 2 0 2 1 2 2
N4 4 5 4 3 2 4 5 8 1 2 1
5 5 4 1 5 13 5 16 20 3 1 5 8 6 7
4 3 11 4 3 2 8 12 13 3
co 2 6 2 2 2 2 1 3 1 2 1 0 0 1 1
3 3 2 2 3 6 4 3 4 4 4 1 3 1 1

TABELA 7 — Numero de células inflamatdrias por campo* de tecido subcutaneo dos camundongos apds 56 dias

* reticulo acoplado a objetiva de microscopio ético; 40 Xx. . .
N1- Poli (Acido Latico-Glicdlico) 50:50 : bioceramica; N2- Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50 : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; N3- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica;

N4- D,L Poli (Acido Latico) : bioceramica + 0,1% p/p tetraciclina; C1- PLGA: D,L Poli (Acido Latico-Glicélico) 50:50; C2- D,L Poli (Acido Latico) ; BC: bioceramica; A —

animal apenas incisionado
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