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Resumo

H4, na medicina e na odontologia, uma crescente necessidade de novos
biomateriais que apresentem uma resposta tecidual controlada e confidvel, como
por exemplo, biomateriais que substituem e/ou estimulem a formag¢ao de um novo
tecido 0sseo e que depois serdo reabsorvidos. Uma variedade de enxertos dsseos
aloplasticos, sintetizados a partir de polimeros biodegradaveis associados a
hidroxiapatita, t€ém sido objeto de consideravel interesse clinico e cientifico. Os
compdsitos polimeros/ceramicas alcancaram uma aceitagdo em medicina e
odontologia nas areas de reparacdo Ossea e¢ defeitos periodontais com relativas
vantagens sobre os enxertos alogenos e aloplasticos entre elas, a de ser uma fonte
ilimitada, e de apresentar baixo custo e auséncia de reacdes imunoldgicas. Em
estudos experimentais, a hidroxiapatita tem mostrado excelentes propriedades
mineralizadoras e de reparagdo oOssea, mas t€ém sido encontradas algumas
dificuldades quanto a suas aplicagdes em defeitos periodontais. O uso de
polimeros biodegraddveis, tais como os poliésteres alifaticos na obtencdo de
materiais compositos injetaveis e homogéneos, tem sido de utilizagdo comum na
area médica. A poli (e-caprolactona) (PCL) tem sido usada em diversas aplicacdes
médicas, mas com poucas aplicagdes na regeneragdo de tecido 6sseo. O objetivo
principal deste trabalho foi desenvolver e testar novos compostos biologicamente
ativos, com potencial uso na reparagdo Ossea, baseados na associacdo entre a
hidroxiapatita (HA) e o PCL:I, macroporoso. O monomero &-caprolactona foi
polimerizado pela quebra de cadeia na presenca da HA usando o iodo como
catalisador para formar um poliéster macroporoso PCL:I; com uma massa
molecular média (My,) de 32.900 g.mol™. O composito PCL:I,/HA teve a sua
estrutura porosa ¢ o tamanho de poro controlado durante a polimerizagdo por
abertura de anel do mondmero e-caprolactona. O compdsito PCL:I,/HA foi
esterilizado mediante exposi¢io a 25 kGy de raios gama (*°Co), e implantado para
estudar suas propriedades osteocondutivas em tibias de coelhos. Os dados
quantitativos para o estudo da evolucdo histomorfométrica foram coletados pela

observacao microscopica de secgdes coradas com hematoxicilina/eosina (HE) de
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fragmentos Osseos para posterior analise com auxilio da visdo computacional. A
citotoxicidade do compoésito PCL:I,/HA in vitro foi analisada em fun¢do da
sobrevivéncia de células de ovario de hamster chinés (CHO), e a atividade
antimicrobiana do compdsito PCL:I,/HA foi estudada contra bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O composito PCL:I,/HA testado
mostrou melhor atividade antimicrobiana contra a E. coli do que contra o S.
aureus. As novas ceramicas de HA, recentemente desenvolvidas com o PCL:I,
macroporoso, melhoraram a reparagao do tecido 6sseo observada 20 dias apos o
implante. A analise histologica apds a implantacdo do composito PCL:I,/HA
mostrou um material osteocondutor que favoreceu o crescimento de células

Osseas, sugerindo um composito potencialmente bioativo.

Palavras-chaves: poli (e-caprolactona), hidroxiapatita hibridizada, osteoconducao,

composito biodegradavel.
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Abstract

In medicine and dentistry, there is an increasing need for new biomaterials
that can gain predictable and controlled tissue responses. For instance,
biomaterials serving, as bone graft substitutes should initiate new bone formation,
after which they should get resorbed and replaced by bone tissue. A variety of
synthetic bone grafts from composites based on biodegradable polymers and
hydroxyapatite (HA) has been the subject of considerable scientific and clinical
interest. The biodegradable polymer/ceramics composites have gained acceptance
in dentistry and medicine for repairing bone and periodontal defects with
advantages relatively to autografts and allografts such as unlimited supply, low
cost and absence of immunugenicity. In experimental studies hydroxyapatite (HA)
have shown excellent bone forming and mineralizing properties, but their
application into periodontal tissue defects has been difficult. The use of
biodegradable polymers such as aliphatic polyesters to obtain homogeneous
injectable composite materials has become a common practice in medicine field.
Poly(e-caprolactone) (PCL) has been used in several medical applications, but as
such they do not enhance the bone tissue regeneration. The main objective of this
work was to develop and to test novel biologically active composites based on
hydroxyapatite (HA) and macroporous PCL:I, with potential for use in bone
repair. The monomer g-caprolactone (e-CL) was polymerized in bulk in the
presence of HA using I, as a catalyst to form a macroporous polyester (PCL)
having a weight-average molecular weight (My) of 32,900 g.mol”. The
PCL:I,/HA composite had macropore structure and pore sizes that are closely
controlled during the ring-opening polymerization of e-caprolactone monomer.
The PCL:I,/HA composite was sterilized by gamma rays from a “°Co source at 25
kGy and their osteoinductive property was evaluated after implantation in the
rabbit tibia. Quantitative data for histomorphometric evaluation was collected
with microscopic observation on the stained bone sections and computational
vision analysis. The in vitro citotoxicity to CHO cells based on cell viability with

Chinese hamster ovary cells (CHO) and antimicrobial activities against
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Escherichia coli and Staphylococcus aureus were examined. The tested
PCL:I,/HA composite showed better antimicrobial activity against E. coli than
against S. aureus. The newly developed HA ceramic with macroporous PCL:I,
improves bone tissue recolonization after 20 days of implantation. The
histological analysis after PCL:I,/JHA implantation revealed an osteoinductive
material that supported bone cell growth suggesting a potentially bioactive

composite.

Keywords: poly (e-caprolactone), hybridized hydroxyapatite, osteoconduction

and biodegradable composite.
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Preambulo

Hé cerca de dois anos observamos em nossos laboratorios que o iodo ¢
capaz de promover a polimerizacao em massa do mondmero g-caprolactona (e-CL)
formando um poliéster de elevado peso molecular, biodegradavel e macroporoso.
A polimerizacao por abertura de anel do mondémero (e-CL) parece envolver a
forma¢do de um complexo de transferéncia de carga, sendo o sistema modelado

utilizando métodos da mecanica quantica.

Observando a estrutura macroporosa do composito obtido aventou-se a
hipdtese de sua utilizagdo como um material bioativo para reparo dsseo com
atividade antimicrobiana. Sintetizou-se entdo o compdsito poli (g-caprolactona):I,/HA
utilizando o mesmo processo de polimerizagdo em massa do mondmero &-CL
promovido pelo iodo, agora na presenca da bioceramica hidroxiapatita (HA).
Apresenta-se no capitulo 1 uma revisdo geral da literatura com relagdo ao
processo de crescimento Osseo, sua estrutura e fungcdo. Também sdo introduzidos
neste capitulo os principais materiais biologicos e sintéticos utilizados no processo

de osteoconducao, e respectivo reparo 0sseo.

A metodologia para sintese e caracterizagdo do composito PCL:I,/HA ¢
apresentada no capitulo 2. As técnicas bioquimicas para o estudo das atividades
citotoxicas e antimicrobianas também sdo apresentadas neste capitulo. Técnicas
de visdo computacional sdo apresentadas como um ferramental quantitativo para
analise da propriedade osteocondutora do composito PCL:I,/HA. A propriedade

osteocondutora do composito PCL:I,/HA foi estudada in vivo.

No capitulo 3 sd3o apresentadas as propriedades citotoxicas,
antimicrobianas e osteocondutoras do composito PCL:I,/HA. A caracterizagio
fisico-quimica do composito foi analisada por técnicas como GPC, ressonancia
magnética nuclear de protons ('H-RMN) e microscopia eletronica de varredura

(MEV).
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O capitulo 4 apresenta uma discussao a respeito dos resultados gerais

obtidos neste trabalho.

O capitulo 6 apresenta as perspectivas futuras com relagcdo as possiveis

aplicacdes dos resultados aqui apresentados.

Adicionamos um apéndice contendo os principais trabalhos publicados e

apresentados no decurso deste trabalho.



1. Introducao

A perda Ossea ocasional ocorre por diversas causas, como tumores, €
fraturas, ou até¢ mesmo pela idade. Na area odontoldgica, por exemplo, a perda dos
elementos dentarios ocasiona reabsor¢ao gradativa do alvéolo, que faz parte do
tecido de sustentacdo dos dentes. Essa perda causa transtornos estéticos,

funcionais e psicologicos.

Estima-se que mais de 500 mil enxertos dsseos sdo realizados anualmente
nos Estados Unidos, a um custo total de cerca de US$ 2,5 bilhdes.
Aproximadamente metade destes procedimentos relaciona-se a fusdo da espinha
dorsal. Estes nimeros dobram facilmente em escala global e indicam uma falta de
doadores de tecidos organicos, usados tradicionalmente nestes tipos de
reconstrucio (Figura 1), o que tem estimulado o crescimento do mercado de

fornecedores de materiais para enxertos, como mostra a Figura 2%,

Numero de doadores
25000
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15000 —

10000 —

, ] |
50(;0T ‘ ‘ ‘
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Figura 1 — Numero de doadores de 6rgdo e tecido nos EUA" %,
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Figura 2 — Evolugio dos gastos anuais com trés tipos de materiais para enxerto, nos EUA!?.

Os problemas com enxertos, porém, obviamente nao se relacionam apenas
a questdes mercadologicas. H4 ainda pelo menos dois aspectos muito importantes
a considerar. Primeiro, ¢ fato bem conhecido que as infec¢des sdo o principal fator
limitante da utilizagdo de materiais sintéticos no organismo biologico.
Microorganismos como o staphylococcus aureus, escherichia coli e streptococcus
mutans aderem as superficies sintéticas, levando ao desenvolvimento de colonias
bacterianas. Neste caso, o risco de Obito ¢ grande, uma vez que existe uma real
possibilidade de septicemia, ou seja, as bactérias presentes no local onde o
material sintético foi depositado podem espalhar-se para o resto do organismo,
comprometendo o paciente, cuja saude ja se encontra muitas vezes fragilizada, em

decorréncia da cirurgia de implante.*”!

Segundo, embora o material a ser
implantado apresente caracteristicas antimicrobianas e o iodo seja utilizado como
agente antibacteriano, ¢ sabido através da literatura especializada que a utilizagao
de elevadas concentragdes deste elemento induz a irritagdes e processos
inflamatérios locais!*?!. Assim, ¢ importante que o material desenvolvido ndo seja

citotoxico e consiga ter uma acao contra 0s microorganismos presente no local do

enxerto.



Figura 3 — Osso da regido anterior do iliaco, para enxerto *).

De forma geral, os enxertos s3o divididos em quatro grupos a saber:

’ ’ ’ . 7
autégenos, aldgenos, xendgenos e alopldsticos !,

Os enxertos autogenos (Figura 3) sdo aqueles onde o material enxertado ¢é
retirado de uma area doadora do préprio individuo. As regides doadoras mais
usadas sdo a sinfise da mandibula (Figura 4), costelas e principalmente a regiao da
crista do osso iliacol”®. A necessidade de internagdo, além do risco de infecgdo,

principalmente a hospitalar, tornam este tipo de enxerto contra indicado!”®.

Figura 4 — Osso retirado da sinfise da mandibula para enxerto autogeno®.



Os enxertos denominados aldgenos sao aqueles onde o material enxertado
¢ retirado de um doador da mesma espécie de quem recebera o enxerto. Nesse
caso, ¢ muito utilizado o tecido osseo de cadaveres. Entretanto, as severas
restricdes que alguns paises impdem ao comércio de tecido humano e a
necessidade da criacdo de uma rede de bancos de tecido organico, estdo entre as
maiores dificuldades para este tipo de enxerto. O risco de infec¢gdes hospitalares e
de moléstias transmissiveis, como a hepatite e a aids, também limitam a utilizagdo

desta técnica na éarea clinical””.

Enxertos xenogenos (Figura 5) sdo aqueles em que o material retirado ¢ de
um doador de espécie diferente de quem receberd o material enxertado, como no
caso da utilizagdo do osso bovino liofilizado!"*). O preparo da matriz orgénica de
0sso bovino consiste em obter 0sso cortical ou medular descalcificado, de animais
com entre 12 e 15 meses de idade. Apds rigorosa lavagem, para eliminacao de
sangue, gorduras e de todas e quaisquer impurezas, o 0sso ¢ cortado até atingir a
forma desejada. Inicia-se entdo, um processo de descalcificagdo seqiiencial, com o
objetivo de eliminar todo e qualquer material inorganico (parte mineral). A seguir
a matriz ¢ desidratada pelo processo de liofilizagdo, processo este que impede a

desnaturagdo protéical”!.

Figura 5 — Osso bovino organico liofilizado (Baumer-Genius)™".



A grande vantagem deste tipo de enxerto esta no aspecto imunologico, ja
que a matriz organica de osso bovino nao induz o aparecimento de células
linfocitarias. Em pesquisas recentes, foi observado que este material ¢ totalmente
reabsorvido apos 90 dias no tecido subcutaneo de ratos, o que embasa sua

, J ~ ;. . 11
confiavel utilizagdo clinica em pacientes humanos!' .

Enxertos aloplasticos (Figura 6) sdo aqueles em que a area receptora
recebe um material sintético; neste caso, muitos materiais podem ser utilizados,
como os polimeros, as cerdmicas ¢ os compositos. Esses materiais, dependendo de
suas caracteristicas, podem permanecer no local, serem reabsorvidos ou servirem
de matriz para a deposicdo do tecido Osseo. Por isso, os materiais sintéticos
precisam apresentar algumas caracteristicas que permitam sua utilizagdo na

medicina”’,

[10]

Figura 6 — Material aloplastico (hidroxiapatita) para enxertos

Quando um biomaterial ¢ enxertado em um organismo vivo, dois
principais aspectos devem ser considerados: A influéncia do meio fisioldgico, que
pode alterar a natureza e propriedades do material sintético e o efeito dos produtos

resultantes da biodegradagao, nos fluidos e tecidos que envolvem o implante.



A biocompatibilidade pode ser definida como um estado de co-existéncia
entre o material e o ambiente fisiologico, de tal forma que ambos ndo produzam

[78] Essa defini¢do ¢ bastante genérica,

efeitos indesejaveis um sobre o outro
sendo necessario que a biocompatibilidade seja considerada no contexto da
aplicag¢do especifica. De uma maneira geral, para qualquer tipo de aplicagdo, os
principais requerimentos que o biomaterial deve satisfazer para um enxerto

permanente sdo os seguintes:

* ser resistente a corrosdo ao entrar em contato com os fluidos fisioldgicos,
* nado liberar residuos que alterem a composi¢ao eletrolitica do tecido ou plasma
sangiiineo,
* ndo modificar a natureza das proteinas do plasma sangiiineo ou conduzir a
formacdo de carcinomas!”.
Na Figura 7, podemos observar a interagdo de um material

biocompativel, o titdnio, com 0 0sso.

Figura 7 — Pino de titdnio (A) implantado para receber uma proétese dentaria,com excelente

biocompatibilidade com o osso periférico (B)!'!.



Os materiais sintéticos precisam ser bioinertes, ou seja, devem exercer
uma funcao de substituicdo em relagdo aos componentes bioldgicos sem, no
entanto, apresentar qualquer atributo terapéutico e sem proporcionar nenhuma
troca de energia ou provocar reacdes quimicas. O poli (tetrafluoretileno) (PTFE) ¢
um exemplo de material bioinerte, muito utilizado como membranas para proteg¢ao
de cavidades dssea que estdo em processo de regeneragdo € no recobrimento de

proteses de cabega de fémur para diminuigdo do atrito ).

Outra caracteristica importante, seria a biodegrabilidade do material. Este
termo esta freqiientemente associado aos materiais com capacidade de serem
degradados por células com a ajuda de enzimas. Biomateriais biodegradéaveis sao
de grande interesse para as aplicacdes em medicina por apresentarem duas
importantes vantagens. Primeiramente, eles ndo provocam reacdes inflamatdrias
permanentes, pois embora sejam corpos estranhos enxertados, serao gradualmente
absorvidos pelo organismo, de modo a ndo deixar qualquer trago no local
enxertado. Depois, estes biomateriais tém sido desenvolvidos para serem
utilizados em regeneracdo de tecidos organicos. Entre tantos materiais
biodegradaveis, podemos citar alguns utilizados em medicina, como o dcido

[12]

polilatico, acido poliglicolico e a polidiaxanona A Figura 8 ilustra o

mecanismo de polimerizagdo e a estrutura quimica de alguns polimeros

3 (0]
2 0 o
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6

biodegradaveis.
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Figura 8 — Mecanismo de polimerizagdo e estrutura quimica de dois polimeros biodegradaveis utilizados em

biomedicina: (a) 4cido polilatico. (b) polidiaxanona*.



A osteointegragdo € outra caracteristica de grande relevancia para que um
material possa ser utilizado em enxertos. Consiste no contato mecanico entre o
material e o tecido dsseo permanentemente livre de infec¢des e inflamagdes.
Dentre os materiais biointegraveis mais utilizados estdo o titdnio e a
hidroxiapatita'™). A Figura 9 ilustra a 4rea de contato entre o tecido 6sseo e um

implante de titdnio demonstrando osteointegragdo entre o implante e o0 0sso.

Figura 9 — Radiografia mostrando uma boa osteointegracdo entre a protese de cabega de fémur e o osso!'™.

Materiais osteogénicos sdo materiais organicos, utilizados em enxertos
[7,16-17]

0sseos, capazes de estimular a formacao 0ssea a partir dos osteoblastos

Materiais osteocondutores permitem a aposi¢do de um novo tecido 6sseo
na superficie, requerendo a presenca de tecido dsseo pré-existente como fonte de

células osteoprogenitorast”'®!7,

A Tabela 1 mostra algumas informagdes sobre alguns dos materiais mais

utilizados em medicina de acordo com a classificacao acima.



Tabela 1 — Principais materiais utilizados em enxertos™™",

Companhia GenSi Interpore cross Medtronic Zimmer
P orthoBiologics International sofamor
Nome OrthoBast™ ProOsteon”™ 500R InFuse™ Collagraft™
comercial

copolimero com
Composi¢cdo  particulas dsseas e hidroxiapatita

mistura de ha,

colageno com R
g fosfato tricalcio e

bpms. , .
bpms. p colageno bovino.
osteoconducio; ~
) . . N osteoconducao;
Mecanismo de  bioreabsorvivel, osteocondugao; osteoindugio; . N
~ . , . , osteoinducdo;
agcao osteoinducio bioreabsorvivel bioreabsorvivel. . )
o bioreabsorvivel.
limitada.
. estudo em
F. d estudo em animais estudo em estudos em ..
orma de humanos, animais
e em cultura de humanos e humanos e
estudo X L . e em cultura de
células. animais. animais. X
células.
Forma esponjas e
comercial pasta injetavel. particulas particulas de pequenas fitas.
utilizada diversos tamanhos.
~ Recomendado para
FDA status  ndo regulamentado aprovado p Aprovado

aprovagao.

1.1. Breve historico sobre materiais para enxertos

A utilizacdo de materiais sintéticos como enxerto remonta a 1894, ano em
que foi relatado uso de gesso (CaSO4.1/2H,0) como um possivel substituto para o
0sso. Entretanto, a baixa resisténcia mecanica e a rapida reabsor¢ao pelo

organismo fizeram do CaSQ4.1/2H,0 um material de pouca utilizagﬁo[w].

A década de 70, ja no século passado, marcou o inicio do uso mais intenso
de materiais sintéticos com propriedades que possibilitam a sua utilizagdo em
enxertos 0sseos. A primeira bioceramica com uso muito difundido na area
ortopédica neste periodo foi a alumina densa (a-Al,Os3). Devido a sua boa
biocompatibilidade e elevada resisténcia mecanica, este material vem sendo
utilizado até os dias atuais em proteses ortopédicas que substituam total ou
parcialmente ossos que, na sua atividade funcional, sejam submetidos a esforgos
elevados. Exemplos tipicos do emprego da alumina sdo as proteses para

substitui¢do da cabeg¢a do fémur, que faz a articulagdo com o iliaco!'™.
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O uso de biomateriais em enxertos O0sseo tem se estendido desde o
emprego isolado de ceramicas ou metais, até outras formas de utilizagao como,
por exemplo, no revestimento de proteses metalicas ou na associagdo com

7191 Além da alumina densa, outros

materiais poliméricos, tais como o colageno!
biomateriais, como o diéxido de titanio (TiO;), a hidroxiapatita e materiais

poliméricos, t€m sido utilizados atualmente em enxertos 0sseo.

A diversidade dos biomateriais e suas aplicacdes na area médica sdo

mostradas pela Tabela 2.

Tabela 2 — Aplicagdes clinicas de alguns materiais sintéticos na biomedicina.

Biomaterial Vantagens Desvantagens Aplicacgdes
Polimeros
Polietileno ) o Suturas
PTFE Elasticidade B.alxa resmﬁ:nma Cimento
Poliuretano Baixa densidade Biodegrabilidade Implantes
dependente do tempo
PMMA Enxertos
Silicona
Alta forga de tensao
Metais e Ligas Alta resisténcia ao Corrosao; Fixagdo
Aco Inoxidavel desgaste Alta densidade; ortopédica
Liga de Titanio Energia de deformagao Baixa biocompatibilidade Implantes
alta
Ceramicas Boa bi bilidad
Alumina oa ) 1000@pat1 Hidade ) . Enxertos
. Resisténcia a corrosao Baixa for¢a de tensdo; .
Zirconia . . . Proteses
Alta resisténcia a Baixa resisténcia mecanica ]
Porcelana ~ Valvulas
) o compressao
Hidroxiapatita
. . o alvul
Compdsitos Boa biocompatibilidade i . Vi dYu s
. o - Material de fabrica¢do cardiacas
TiO,-PTFE Resisténcia a corrosao . ,
incompativel Enxertos
HA-Colageno Alta forga de tensao .
Proteses

1.2. Aspectos gerais do tecido dsseo

O tecido 6sseo exerce trés fungdes basicas e importantes no organismo, a

sustentagdo, hematopoiese e homeostasia do cdicio e fosforo'”. Esse tecido se
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divide em trés componentes importantes, o 0sso cortical que apresenta varios canais
denominado sistemas de Havers, onde encontramos um canal central envolto por
lamelas concéntricas de tecido 6sseo, compostas por colageno do tipo I
mineralizado. Perpendicularmente aos canais de Havers (Figura 10) encontramos
canais de menor calibre denominados canais de Volkmann por onde passam veias €
artérias que alimentam os 0ssos, transportando oxigénio e nutrientes ou coletando o

CO; € os residuos metabolicos!”.

Tecido 6sseo Tecido 6sseo
€sponjoso compacto

Canais de
Havers

Canais de
Volkmann

Membrana externa
do osso, formada por
tecido conjuntivo

Figura 10 — Esquema da estrutura do 0sso, mostrando os canais de Volkmann e Havers".

O osso trabecular encontra-se na por¢do interior, ¢ ¢ constituido por
trabéculas (Figuras 11 e 12), que formam um mosaico estrutural exibindo
multiplos osteoplastos, onde se localizam os osteocitos. A medula Ossea
encontrada no interior do osso trabecular exerce uma funcdo metabolica
importante de regulacdo mineral e pode ser dividida em: medula vermelha,
medula amarela e medula branca. A medula vermelha ¢é responsavel pela
producdo de células sangliinea e osteoprogenitoras, € apés uma certa idade, fica
confinada no interior dos 0ssos longos como o fémur e imero. A medula amarela

aparece no tecido 6sseo apds a adolescéncia e ¢ formada pelo tecido adiposo.
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Osteoclastos

Tecido conjuntivo fibroso
Figura 11 — Micrografia dptica do tecido 6sseo em regeneragdo (20 dias) corado com HE. Aumento de 40x.

Trabécula 6ssea Osteoblasto

Osteoclastos

Osteocito

Figura 12 — Micrografia dptica de corte histologico do tecido 6sseo corado com HE. Aumento de 40x .

O osso ¢ constituido por duas porgdes, a organica e a inorganica. A por¢ao
organica ¢ formada pelas células Osseas e pela matriz organica. As células 6sseas

sdo as células osteoprogenitoras, os osteoblastos, os ostedcitos e os osteoclastos
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(Figura 11). As células osteoprogenitoras encontradas também na medula 6ssea e

no periosteo dao origem a outras cé¢lulas da linhagem medular.

Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese da matriz coldgena (colageno
e proteoglicanos) e encontram-se no osso adulto nas regides periféricas e
superficiais. Sao células mononucleadas que apresentam reticulo endoplasmatico

granular e complexo de Golgi bem desenvolvidos.

Os osteocitos sdo na realidade os proprios osteoblastos que apos a
disposi¢ao da matriz dssea ficam aprisionados em seu interior. Eles se comunicam
entre si, através de prolongamentos citoplasmaticos, formando jungdes firmes, que

os permitem regular o metabolismo do tecido dsseo.

Os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsor¢ao do tecido 6sseo, € essa
reabsor¢do ocorre quando os lisossomos liberam enzimas para o exterior das
células, criando um ambiente proprio onde a parte mineral seria reabsorvida pela

acao de enzimas acidas.

A remodelagem Ossea envolve vdarios elementos, hd grupos celulares
responsaveis pela reabsor¢do, formacdo e mineralizagdo de um determinado osso.
Os osteoclastos sdo células grandes, com muitos nucleos, formadas na medula
ossea e que, quando estimuladas, aparecem na superficie do osso. Estas células
secretam enzimas proteoliticas e acidas que reabsorvem a matriz dssea, formando

pequenos tineis e liberando para a corrente sangiiinea o calciol*”.

Quando os osteoclastos saem das dareas dissolvidas, aparecem os
osteoblastos, cerca de 100 a 150 para cada osteoclasto, para a formag¢do do novo
0ss0. No passo seguinte, temos os osteoblastos imersos na matriz do novo 0sso e
passando a se chamar ostedcito. Os ostedcitos levam nutricdo ao osso e ajudam a

remover a matriz 68563[2’7].



14

Hé varios fatores que participam da remodelacdo Ossea e controlam a
relacdo calcio e fosforo, entre eles temos a acdo da interleucina 6, vitamina D e

prostaglandinas!*”).

Sabe-se que as prostaglandinas atuam na reabsor¢do dssea, cujo efeito
pode ser explicado pela acdo mediadora que as prostaglandinas tem sobre a
vitamina D e a interleucina I, um potente mediador quimico que estimula a

~ 7 2
reabsorgao ossea[ ’7].

A interleucina I ¢ uma substancia enzimatica, que ¢ liberada apos a formagao
de processos inflamatorios no osso. A interleucina I atua se ligando aos receptores

osteclasticos, e estimulando esses mesmos osteoclastos na reabsor¢ao dssea.

A vitamina D ¢ sintetizada a partir da irradiacdo da pele pelo sol. Na pele
encontramos um lipoide, o 7 dihidro-colesterol que, irradiado dé origem ao calciferol.
O calciferol (Vitamina D) pode ainda ser adquirido na dieta, sendo as fontes mais

importantes o 6leo de figado de bacalhau, a manteiga ¢ a gema de ovo.

O calciferol ¢ armazenado no tecido adiposo e quando necessario chega ao
figado, onde recebe uma hidroxilagdo na posi¢ao do carbono 25, transformando-se
em 25-hidroxicalciferol (Vitamina D2). Do figado chega ao rim onde recebe nova
hidroxila, agora, na posicao do carbono 1. Desta forma, surge a Vitamina D3 ou o
1,25-dihidroxicolicalciferol. Seu papel na absorcdo do célcio se resume na
catalizacdo da formagdo da proteina ligante ao célcio, que o transporta através da

’ ’ . ’ 2
mucosa até as células do tecido 6sseo >,

Os osteoblastos e osteoclastos possuem receptores para a Vitamina D,
assim ela atua no osso, estimulando a atividade osteoclastica, que promove a

reabsor¢do ossea.

A Figura 13 mostra a estrutura quimica da prostaglandina e a Figura 14 a

estrutura quimica da Vitamina D.
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o
— COOH
/
OH
(a) (b)
Figura 13 — Prostaglandina: (a) Formula estrutural; (b) Estrutura quimical®?.
HO" OH
(a) (b)

[23]

Figura 14 — Vitamina D: (a) Férmula estrutural; (b) Estrutura quimica

A matriz organica corresponde a cerca de 25% m/m do tecido 0sseo, e seu
componente principal € o colageno, que representa por volta de 90% m/m dessa
matriz, a por¢do organica restante ¢ formada por glicosaminoglicanos,

proteoglicanos, glicoproteinas e fosfolipideos!’.

Os glicosaminoglicanos sdo mucopolissacaridios 4acidos dos o0ssos,
formados por grandes cadeias de polissacaridios sendo a unidade repetitiva
formada por 4cido urdnico e hexosamina acetilada, que pode ou ndo estar

sulfatada.
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Por sua riqueza em grupos acidos os glicosaminoglicanos estao carregados
negativamente e tendem a atrair cations como o Ca'. Por isso, os
glicosaminoglicanos estdo relacionados a mineralizagdo Ossea, visto que eles
atraem para o tecido 6sseo ions de Ca™" que sdo depositados na matriz organica. A

Figura 15 ilustra a estrutura quimica dos principais glicosaminoglicanos |".

Dermatan-sulfato Keratan-sulfato
0,8 CH,OH CH,OH CH,0SO0,
0o— o 0o —
(o) ° H
H H
H OH H
H
H H
H OH H NHCOCH, H NHCOCH,
Acido idurénico  N-acetilglugosamina Galactosa N-acetilgalactosamina

Figura 15 — Estrutura quimica de dois principais glicosaminoglicanos.

A substancia entre as células do tecido conjuntivo 0Osseo contém
polissacarideos caracteristicos, antigamente chamado de mucopolissacarideos,
atualmente conhecidos como proteoglicanos. S3o polimeros lineares, com

unidades repetitivas de dissacarideos compostos por derivados da hexose.

As glicoproteinas sdo compostos formados pela associagdo de uma
proteina a um grupo de carboidrato. As glicoproteinas formam uma matriz
extracelular que se caracteriza pela capacidade de interagir com os componentes

extracelular e as células conjuntivas. %!

Fosfolipidios sdo uma classe de lipidios polares compostos de uma parte
de fosfato, uma ou mais moléculas de acidos graxos e varios grupos quimicos
esterificados ao fosfato. Fosfatidilserina, fosfatidilinositol e cardiolipina sao
exemplos tipicos. A maioria dos fosfolipidios ¢ formada no figado. Os
fosfolipidios funcionam principalmente como elementos de suporte para a

res 24
membrana plasmatical’”*",
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A Figura 16 ilustra uma membrana plasmatica, onde podemos observar os

fosfolipidios e as glicoproteinas.

Figura 16 — Corte esquematico de uma membrana plasmatica de célula animal. (1) Glicoproteinas;

(2) Proteinas; (3) Fosfolipidios!®..

Os componentes inorganicos da matriz dssea sdo principalmente o célcio e
o fosforo que estdo organizados em uma estrutura cristalina, a hidroxiapatita
[Ca;o(PO4)(OH,)] (Figura 17) que constitui cerca de 50% do peso total da matriz
ossea. A deposi¢ao de hidroxiapatita se faz ao longo das fibras de colageno em
sitios especiais. Outros ions como o sodio, potéssio, fluor, estroncio, magnésio,
citrato e o carbonato, também estdo presentes, em menores proporg¢des, nos

[25]

cristais de hidroxiapatita A associacdo da hidroxiapatita com fibras do

colageno é responsavel pela dureza e resisténcia do tecido dsseot' ",

Figura 17 — Estrutura cristalina hexagonal compacta da hidroxiapatita[26].
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1.3. Aspectos gerais do uso da Hidroxiapatita como enxerto

Atualmente a hidroxiapatita, tem merecido um lugar de destaque entre as
denominadas biocerdmicas por apresentar auséncia de toxicidade local ou
sistémica, auséncia de respostas a corpo estranho ou inflamagdes, ¢ boa
biocompatibilidade com o tecido dsseo. Tais caracteristicas positivas podem ser
explicadas pela natureza quimica da hidroxiapatita, que por ser formada
basicamente por ions de cdlcio e fosfatos, participa ativamente do equilibrio

A ’ SR VO] . 1,27-2
idnico entre o fluido bioldgico e o material enxertadot' "%,

Entretanto a utilizagdo HA em enxertos dsseo tem apresentado algumas
dificuldades quando utilizada como material osteocondutor. Sua deposi¢do na
cavidade a ser reparada pode retardar a reparagdo 6ssea, pois, além de diminuir o
espago, a HA funciona como uma barreira para o crescimento celular, dificultando

~ . . - ‘ 1,27-28
a penetragio de células osteoprogenitoras na cavidade 6sseal'?" 2],

A Figura 18 mostra um quadro comparativo entre varios materiais
utilizados em enxertos, enfatizando que apesar de suas caracteristicas
biocompativeis, a HA quando utilizada sozinha em implantes, ndo apresenta bons

resultados na reparagio 6sseal'=" %,

O % de preenchimento
60
40
20
0 . . . 1
iliaco coagulo durapatita  hidroxiapatita

Figura 18 — Eficiéncia de alguns biomateriais em enxertos 6sseo”").
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Estudos histologicos tem demonstrado uma pequena tendéncia a formar
uma camada de tecido mole encapsulando a hidroxiapatital”. Outros
investigadores sugerem que existe uma unido perfeita entre o osso e a HA, sem
interposi¢do do tecido mole. Estes dados contraditérios indicam a dificuldade de
se estabelecer um padrdo no que diz respeito a forma com que o tecido dsseo

reage quando entra em contato particulas de HA!'>),

Apds a instalagdo da HA na cavidade Ossea, existem trés possiveis
respostas que podem ocorrer nos tecidos do hospedeiro. Primeiro, um processo
inflamatério agudo ou crénico que pode resultar na perda precoce do enxerto.
Segundo, uma encapsulagdo por tecido conjuntivo fibroso, resultando em falha da
osteointegragdo entre a HA e o tecido 6sseo. Terceiro, a resposta mais positiva, a
formagdo de um tecido d6sseo vivo em torno dos cristais de HA, de forma
previsivel e duradoura, estabelecendo um contato mecanico que resulta na
osteointegragdo entre a HA e o tecido periférico ¢sseo. Cabe ressaltar que a area
de contato entre o osso e o implante ¢ de fundamental importancia para o processo
de reparacdo do tecido 6sseo. Assim, estudos apontam na literatura especializada
que uma maior osteointegracdo ¢ observada quando o material implantado ¢
recoberto com hidroxiapatital®'??. A Figura 19 ilustra a influéncia da HA na

osteointegragdo entre o implante de titdnio e o 0sso.

Figura 19 — (a) Micrografia mostrando a area de contato entre o implante de titdnio e o osso,

demostrando areas com baixo grau de osteointegragdo. (b) micrografia eletronica mostrando a

biocompatibilidade na area de contato entre o implante, coberto com HA, e o osso?.
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1.4. Uso de polimeros em enxertos

Com o objetivo de melhorar as propriedades da ceramica de HA quanto a
sua utilizacdo em processos de reparagdo Ossea, varios trabalhos tém ressaltado a

obtencdo de compositos formados por polimeros biodegradaveis.

A utilizagdo de compositos polimérico-ceramicos como material para
implantes ortopédicos e enxertos tem sido objeto de intensa pesquisa e
desenvolvimento. A presenca do polimero pode ser importante, j& que a sua
biodegrabilidade, faz com que iniimeros espagos sejam criados a medida que ele
vai sendo absorvido pelo organismo, permitindo assim que na area enxertada
ocorra a formagdo de varios condutos que poderdo ser colonizados por células
formando uma rede nutridora na regido de crescimento Osseo. Desta maneira
facilita-se a penetracdo das células osteoprogenitoras no local, induzindo o

crescimento de um novo tecido 0sseo.

Dentre tantas propriedades ja citadas, ¢ de muita importincia que o
material enxertado seja histocompativel, pois 0 mesmo ao entrar em contato com
o tecido bioldgico ndo poderd induzir reagdes indesejaveis tais como: infecgdes,

reacdes inflamatorias e rejei¢do do material que foi enxertado.

Viérios polimeros biodegradaveis tém sido desenvolvidos nas ultimas trés
décadas para utilizacdo em biomedicina, s6 nos EUA foram investidos cerca de
300 milhdes de dolares no desenvolvimento de polimeros biodegradaveis em
199831, Estes polimeros quando enxertados, precisam manter suas propriedades

mecanicas até que ele seja absorvido e eliminado totalmente pelo corpo.

O principal mecanismo de biodegradacdo dos polimeros ¢ a hidrélise
quimica simples e ocorre em duas fases. Primeiramente, a 4gua existente nos
fluidos organicos e no meio extracelular ¢ absorvida pelas cadeias poliméricas
implantadas. Esta 4gua absorvida ird atacar preferencialmente as ligacdes

quimicas da fase amorfa do polimero, convertendo as longas cadeias poliméricas
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em cadeias menores. Nesta primeira etapa ha uma redu¢ao do peso molecular
sem, no entanto, haver perda das propriedades fisicas do polimero, desde que as
matrizes das cadeias poliméricas sejam mantidas ainda juntas pelas regides
cristalinas. A reducdo do peso molecular ¢ logo seguida pela perda das
propriedades fisicas, pois a dgua absorvida pela cadeia polimérica inicia a quebra
das cadeias poliméricas menores. Na Segunda fase, os fragmentos poliméricos
restantes sdo atacados e metabolizados por enzimas, resultando em uma rapida
perda de massa do polimero. Em seguida as moléculas resultantes da

. ~ . ~ . . 234
biodegradagdo polimérica sido eliminadas pelo organismol™>*.

Alguns fatores podem acelerar a biodegradacdo polimérica, sdo eles: A
cadeia principal do polimero ser mais hidrolitica e mais reativa, assim como as
extremidades da cadeia polimérica. Cadeias poliméricas menos cristalinas, maior

porosidade e tamanho menor do polimero®*~%.

A Tabela 3 mostra os principais polimeros biodegraddveis e suas

caracteristicas e aplicagoes.

Tabela 3 — Propriedades e caracteristicas de alguns polimeros biodegradaveis”®>).

Tempo de
Polimeros Caracteristicas Utilizacao
biodegrabilidade
Poliacido glicélico  Poliéster linear de cadeia Sutura, dispositivo
o 6 a 12 meses ) )
(PGA) alifatica. para angioplastia.
Polidiaxanona Polieter-éster polimerizado
6 a 12 meses Sutura
(PDO) pela abertura do anel.
Polimero de cadeia ciclica Sutura e membranas
Poliacido latico ) )
que apresenta dois Mais que 24 meses para regeneragao
(PLA) . .
isomeros, o /pla ¢ o dipla. guiada.
) o Sutura e recobrimento
Poliacido latico co- 90% acido glicolico 10%
3 a4 meses de placas e parafusos

glicélico acido latico (Ethicon®). . o
em fixacao ortopédica.




22

A poli (e-caprolactona) ¢ um poliéster com caracteristicas hidrofobicas
devido a presenca de cinco grupos metileno nao-polares € um unico grupo polar
éster em cada unidade repetitiva. A PCL tem sido objeto de intensa pesquisa €
desenvolvimento, como por exemplo, polimero reabsorvivel para uso em
implantes ortopédicos e enxertos Osseos devido as suas propriedades
biocompativeis, biodegradaveis, bem como a manutengdo de suas propriedades
mecanicas mesmo depois de um certo tempo implantado. Outras aplica¢des do
PCL citadas pela literatura sdo, fios de sutura e sistema de libera¢do controlada de

drogas*®3*].

A Figura 20 ilustra o mecanismo de polimerizacao e a estrutura quimica do

polimero PCL.
O
o O
~ OM
n
g-caprolactona poli (e-caprolactona)

Figura 20 — Polimerizagiio por abertura do anel para obtencio da poli (e-caprolactona)™.
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2. Objetivos

Este trabalho teve por objetivo investigar:

O processo de reparo Osseo induzido pelo compdsito bioativo

PCL:I,/HA.
A atividade citotoxica do composito PCL:I,/HA.

As propriedades antimicrobianas do compoésito PCL:I,/HA.
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3. Experimental

3.1. Sintese do compdsito PCL:1,yHA

O monomero e-caprolactona (Aldrich/Sigma) foi utilizado como recebido.
A cerdmica hidroxiapatita (HA) fornecida pela empresa Intra-Lock, possuia grau

de pureza apropriado para utilizagdo em medicina.

O composito PCL:I,/HA foi obtido apds polimerizagdo por abertura de
anel via complexo de transferéncia de carga do monomero e-caprolactona (g-CL)
conforme descrito em trabalhos anteriores. Uma suspensao de e-CL/HA foi obtida
de forma a obter-se uma propor¢ao de polimero/ceramica 1:1. O reator de
polimerizacdo foi purgado com N, gasoso de forma a atingir-se uma atmosfera
inerte, sendo em seguida adicionado o I, como iniciador do processo de
polimerizacdo. Apos o processo de polimerizagdo, o composito PCL:I,/HA foi
precipitado pela adicdo de etanol em excesso. O polimero resultante foi lavado
varias vezes com solu¢do aquosa de tiosulfato de s6dio 5% (m/v), dgua destilada,
e seco sob vacuo a temperatura ambiente (25°C) utilizando-se o CaCl, como

agente dessecante.”***>!

3.2. Caracterizacgdo fisico-quimica do compdosito PCL:1,/HA

O polimero PCL:I; foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear de

protons ("H-NMR) e cromatografia de permeagio em gel (GPC).
3.2.1. Cromatografia de permeacio em gel (GPC) do compésito PCL:I,/HA
O peso molecular do polimero poli (e-caprolactona) foi determinado por

cromatografia de permeagao em gel (GPC). Na analise por GPC, o solvente THF

foi utilizado como eluente (fluxo 1,0 mL.min", pressio 550 psi). A curva de
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calibragcdo foi determinada com polietileno glicol (PEG) de pesos moleculares

194, 960, 4.250, 18.600, 64.700 ¢ 450.000 g.mol”, respectivamente!**-**>%),

O sistema analitico consistiu de um cromatégrafo HPLC-510 da Waters
equipado com detector 2414 (indice de refracdo). Foram utilizadas colunas de
Plgel acopladas em série (10* A + 10° A + 10* A, tamanho de particula = 5 um).
O volume de inje¢do da amostra foi de 20 uL. A aquisi¢do e tratamento dos dados
cromatograficos foram efetuados com software SW da Waters Breeze 3.3. A

empresa Petroquimica Unido/SP gentilmente realizou as analises por GPCF%*3%,

Os pesos moleculares numérico (]\711) e ponderal (Z\Tw) médios foram

calculados por:

Vn = 2 Zi- L e EY hig(}]llil.p/s)z |
z{ht’/s(M.p/si)t}

O termo (M.p/s)i representa o peso molecular do polimero padrao utilizado
para a constru¢ao da curva de calibracdo. A altura do pico no cromatograma do
polimero fracionado e o volume de eluicdo sdo representados por hi e 1,
respectivamente. Os termos s e t sdo constantes experimentais, caracteristicas do

equipamento utilizado****3),

3.2.2. Caracterizacio do polimero PCL:I; e do composito PCL:I,/HA por

microscopia eletronica de varredura

A microestrutura do compésito PCL:I,/HA foi analisado por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em um suporte
metalico e apds deposicdo de ouro foram analisadas em um microscopio
eletronico de varredura Phillips modelo XL 30 (IPEN/USP). A Figura 21 mostra o
MEV utilizado neste trabalho?®*>"!,
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Figura 21 — Microscopio eletronico de varredura Philips XL30 (IPEN/USP) utilizado para a
andlise do composito PCL:I,/HA.

3.2.3. Caracterizagio por '"H —RMN do polimero PCL:I,

Para a analise de ressondncia magnética nuclear de protons 'H-RMN, o
polimero PCL:I, foi dissolvido em cloroférmio deuterado e os deslocamentos
quimicos correspondentes em partes por milhdo (ppm) foram medidos utilizando-
se como padrio interno o tetrametilsilano®***>%. Os espectros "H-RMN foram

obtidos num espectometro Varian UNITY-400 como representado na Figura 22.

Figura 22 — Espectrometro utilizado para caracterizagao do polimero PCL:I,.
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3.3. Caracterizagdo bioquimica

3.3.1. Atividade antimicrobiana do compdsito PCL:I,/HA

E fato bem conhecido que a infec¢do é um dos principais fatores limitante
no que concerne a utilizagdo de materiais sintéticos no organismo bioldgico.
Microorganismos como o Staphylococuus aureus e a Escherichia coli aderem
sobre as superficies sintéticas dos materiais enxertados, levando ao
desenvolvimento de colonias bacterianas. Neste caso, o risco de obito é grande,
uma vez que pode ocorrer septicemia, ou seja, um grupo de bactérias presente no
local onde o material sintético foi introduzido, se espalha para o resto do
organismo comprometendo o paciente com saude, muitas vezes ja fragilizada

devido a cirurgia de implante® %42,

Virios compostos bioativos foram introduzidos na pratica clinica para a
prevencao da infec¢do, sendo o iodo utilizado ha mais de 150 anos para prevenir
infecgOes e tratar feridas. Sua répida agdo bactericida e o seu amplo espectro de
acdo possuem eficacia comprovada pela literatura contra a maioria das bactérias,
fungos, virus e protozoarios. O iodo parece atuar por interagdo direta com a
membrana plasmatica, quebrando as ligagdes das proteinas e das moléculas de

. . -5,38-42
DNA, causando a morte do microorganismo!®~>>%*2,

Uma vez que o composito PCL:I,/HA foi produzido através da reacdo por
abertura de anel do monomero e&-CL iniciado pelo iodo, o potencial
antimicrobiano do composito PCL:I,/HA, deve ser analisado. Para tanto, foi
coletada a secre¢do salivar de um paciente para selecdo dos microorganismos de

. . . . 42
interesse neste estudo, a saber: Staphylococuus aureus e a Escherichia coli®®**.

O Escherichia coli, uma bactéria gram negativa, existe normalmente na
flora intestinal humana, ela penetra no aparelho digestivo ou no aparelho
respiratorio juntamente com a alimentagdo ou agua contaminadas, ou ainda,

envolvidas com as poeiras do ar. =%,
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O Staphylococuus aureus, uma bactéria gram positiva freqiientemente
encontrada em ambientes cirurgicos, € responsavel por varias formas de infeccao
hospitalar, sendo muitas vezes detectadas nos mais variados tipos de implantes!**
1. A Tabela 4 mostra os principais microorganismos encontrados em cirurgias de
implantes.

Tabela 4 — Relagdo de alguns microorganismos e suas principais ocorréncias'>***.

Microorganismos Caracteristicas Principais ocorréncias
Staphylococcus aureus Gram + Cirurgia ortopédica e infecgdes hospitalares
P. gengivalis Gram + Implantes orais
Encherichia coli Gram - Cirurgias do trato gastrointestinal.
S. dermis Gram + Cirurgias ortopédicas
Candida albicans Fungos Cirurgias de implantes em geral e proteses.

Para o ensaio da atividade antimicrobiana, foi coletada com um cotonete
uma amostra de secre¢do salivar de um paciente homem adulto, 27 anos, 70kg, e
semeada em agar sangue ¢ incubado por 24h e 35°C para o crescimento das
colonias bacterianas (Staphylococuus aureus € a Escherichia coli). A suspensao
bacteriana na escala 0,5 de Mac Farland foi posteriormente semeada em agar
Mueller-Hinton, e novamente incubada por 24h a 35°C, para o devido crescimento
das colonias bacterianas. A escala de Mac Farland ¢ uma solu¢do padrio de
sulfato de bario (0,5% m/v) que quando comparada com a turbidez de um tubo de
ensaio onde foi semeada uma espécie bacteriana determina o grau de crescimento

bacteriano®®®!.

Placas de petri foram semeadas com o microorganismo a ser ensaiado e
apos solidificacdo foram acrescidos 20 mg do compdsito PCLI,/HA sobre as
colonias bacterianas, ja evidenciadas anteriormente. As placas foram incubadas
em estufa a 35°C por 24h, e em seguida os diametros da zona de inibi¢do formada
em torno das culturas de bactérias foram medidos. Todos os ensaios foram feitos
em triplicatas para andlise estatistica dos dados. A Figura 23 ilustra a técnica para

o ensaio da atividade antimicrobiana utilizada neste trabalho.
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R ~ . R
Suspensio Secrf?gao salivar de Sus N
. paciente homem pensao
bacteriana adulto bacteriana
J J
I L
Suspensdo Suspensdo
bacteriana bacteriana
[ [
Crescimento da colonia Crescimento da colonia
Staphylococcus aureus em Escherichia coli em agar
agar sangue. sangue
Semeada em placa de petri Semeada em placa de petri
em agar Mueler-Hinton em agar Mueler-Hinton

Adicao do composito
PCL:I,/HA

Placa de petri mostrando as zonas de inibi¢ao
de crescimento bacteriano

Figura 23 — Fluxograma ilustrando o ensaio da atividade antimicrobiana do compdsito PCL:I,/HA.

O tamanho do halo indica a bioatividade do compdsito.
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3.3.2. Ensaio da citotoxicidade do composito PCL:I,/HA

Embora o iodo seja utilizado como um anti-séptico poderoso, ¢ fato bem
conhecido na literatura que elevadas concentracdes deste elemento induz a

. - . , - . -5.40-41
irritacdo local e a processos inflamatdrios seguido de morte celular?®>**!,

Considerando a possivel agdo toxica do iodo no organismo humano,
decorrente do uso do compésito PCL:I,/HA em enxertos por periodos
prolongados, torna-se importante analisar a citotoxicidade do composito, uma vez
que ¢ necessario assegurar-se que o material enxertado ndo podera causar
irritacdes nem processos inflamatorios no tecido bioldgico, ou seja, devera possuir

caracteristicas de biocompatibilidade!®>-**!].

O ensaio da citotoxicidade do composito PCL:I,/HA foi realizado em
colaboragdo com o laboratorio de biologia molecular do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares—IPEN/USP. As células utilizadas foram de ovéario de
hamster chinés, ATCC CHO k; (American Type Culture Collection) usando o

metil tetrazolio (MTT) de acordo com as normas ISSQ.P6383943]

Extratos do compdsito PCL:I,/HA diluidos em série (50%, 25%, 12,5%, e
6,25%) foram adicionados ao meio de cultura de células CHO. Estas células
foram cultivadas em meio MME-FCS, em frascos plasticos 4 37°C em atmosfera
de CO; (5% v/v). Apds o crescimento celular o meio de cultura foi removido e
lavado com solugdo salina de fosfato de magnésio e calcio (PBS-CMF, pH = 7,4),
e tratado com solugdo 0,25% (m/m) de tripsina para remogao das células do meio
de cultura das paredes do frasco. Apds o tratamento com tripsina, as células foram
transferidas para um frasco pléstico onde foi centrifugada e lavada duas vezes
com solu¢do PBS-CMF. As células foram recolocadas em solugio MME-FCS
sendo diluidas a uma concentracdo de 1x10” células/mL. No momento do ensaio,
um volume de 2,0 mL desta suspensdo celular contendo 1x10° células/mL foi
distribuida em placas de petri de 15mm x 60mm e incubado por cerca de 5h para

que a adesdo celular. O meio de cultura foi removido e substituido por 5,0 mL de
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MEM-FCS fresco, nas placas de controle, e pelo extrato puro (100%) e
sucessivamente pelos extratos diluidos [(50%, 25%, 12,5% e 6,25%)v/v], nas
placas de cultura com as células aderidas. Todas as concentragdes foram testadas
em triplicata. Apos a incubagdo das placas de cultura por sete dias a 37° C em

atmosfera de CO, 5% (v/v). 238394

O meio de cultura foi removido das placas e fixado com solugao salina de
formalina (10% v/v de formaldeido). Em seguida as colonias foram coradas com
solugdo de Giemsa 4% (v/v). Os niimeros de coldnias identificados em cada uma
das placas de cultura foram contados e comparados com o numero de coldnias
formadas na placa controle com linhagem celular CHO. Solugao de fenol (0,02%
m/m) e extratos de HDPE (60g em 60 mL de solugdo MEM-FCS) foram usados

. .. . -394
como controle negativo e positivo, respectivamente.*¢*%34]

3.3.3. Atividade osteocondutora in vivo do compdsito PCL:I,/HA

O ensaio biologico da atividade osteocondutora foi realizado in vivo de
acordo com as normas internacionais de utilizagdo de animais em pesquisa
(NIH/EUA e a PL-1153A/95 - Projeto de lei sobre a utilizagdo de animais em
atividades de ensino, pesquisa experimentagdo). Segue descritas abaixo algumas

das principais citagdes desta norma:

* No art. 14 do PL 3.964/97, sdo fixadas normas para a condugdo apropriada de
experimentos como, por exemplo; a obrigacdo de sedacdo, analgesia ou
anestesia nos experimentos que possam causar dor ou angistia e eutanasia. E
vedado o uso de bloqueadores neuromusculares, bem como a proibi¢do da
reutilizagdo de um mesmo animal depois de alcancado o objetivo principal da
pesquisa. O processo experimental cirurgico deve ser acompanhado por um

profissional de nivel superior da 4rea biomédica****!,

* E vedado o uso de bloqueadores neuromusculares ou relaxantes musculares

e e A . . , - , - 44-4
em substituigdo as substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas.***!
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* Se, durante o experimento, o animal apresentar sinais de dor ou sofrimento
intensos a despeito de anestesia ou analgesia, a dor deve ser imediatamente
aliviada e, se isso ndo for possivel, o animal deve ser sacrificado por métodos

adequados.!***

Os animais ndo sacrificados devem receber os cuidados adequados ao seu
estado de saude sob a responsabilidade de um veterindrio ou outra pessoa
competente. E vedada a reutilizagdo de um animal ja utilizado num experimento
que lhe tenha causado sofrimento ou dores violentas ou permanentes,

independentemente da recorréncia a anestesia ou analgesia.

Neste trabalho, foram utilizados sete coelhos (Oryctolagus cuniculus)
machos, adultos, pesando entre 1,5 e 2,3 kg proveniente do biotério do

IPEN/USPP®,

Os animais foram tranquilizados administrando-lhes cloridrato de
ketamina, (Ketalar® /Park Davis) com xilazina, (Rompun®/Bayer do Brasil), (3,0
mL, 2g/100mL), para inser¢ao do tubo respiratorio, em seguida foi administrado o

isoflurano, obtendo-se assim a sedacao dos animais, conforme visto na Figura 24.

P% ;! % ‘,‘\(\ Jj,

|

-

Figura 24 — Sedag@o do coelho (Oryctolagus cuniculus) com isoflurano para a cirurgia.
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ApOs a anestesia e preparado o campo cirargico (Figura 25); foi efetuada a
tricotomia das regides anterior direita das superficies total das tibias com lamina
de barbear, seguido de assepsia com povidone (Asta-Med®™). Foram incisados com
lamina de bisturi niameros 15, a pele e a fascia muscular em seu sentido
longitudinal, com aproximadamente 3,0 cm de extensdo, para expor a superficie

anterior do 0sso.

Figura 25 — Fotografia mostrando o local da incisdo para exposi¢do da regido anterior da tibia.

Em seguida outra incisdo foi praticada sobre o periosteo para permitir seu
descolamento, sendo afastado no sentido posterior, obtendo-se assim, excelente

area de trabalho (Figura 26).

Figura 26 — Aspecto do preparo da cavidade dssea para recebimento do compdsito PCL:I,/HA.
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Duas pingas foram colocadas para a manutengdo e prote¢ao das estruturas
moles, uma em cada extremidade dssea. Realizando-se as cavidades na tibia, com
o auxilio de uma broca de fissura nimero 701 com turbina de alta rotacdo. Estas
cavidades foram preparadas nas superficies anteriores da tibia direita, com
aproximadamente 3 mm de extensdo longitudinal, e 2 mm de extensdo transversal,
somente as expensas da cortical 6ssea anterior e espaco medular das tibias, sem
qualquer envolvimento cortical medial. Assim, tornou-se possivel a inclusdo dos
materiais implantares (PCL:I,/HA, HA, PCL e Sangue), sem exceder o volume da

cavidade (Figura 27).

Preenchimento
da cavidade

Figura 27 — Cavidade preenchida com o compoésito PCL:I,/HA.

Na tibia direita de um dos animais ndo foi implantado nenhum material
sendo ela preenchida apenas com sangue. O sangue foi utilizado para efeitos de
comparacdo da porcentagem de reparagdo Ossea, ja que, sendo um material
organico e do proprio animal, as respostas citotdxicas, inflamatdria e de rejeigao
ndo sdo evidenciadas, fazendo dele um material ideal para enxertos no que diz
respeito as caracteristicas acima citadas. Os outros animais foram divididos em

trés grupos:

1. No primeiro grupo o material enxertado foi a HA.
2. No segundo grupo o material implantado foi o copolimero PCL puro.

3. No terceiro grupo foi implantado o composito PCL:I,/HA.
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A Figura 28 mostra o compodsito PCL:I,/HA esterilizado junto com a
membrana de quitosana usada como barreira fisica. A utilizagdo de membranas
bioldgicas impede que as células do tecido epitelial penetrem no defeito 6sseo,
permitindo que as células osteoblasticas tenham a prioridade de se conduzirem
para a darea. Estas membranas criam um meio propicio para melhorar a
regeneragdo funcional através do potencial bioldgico natural que inclui fatores
como a prevencdo da inflamagdo conseqiiente a presenga bacteriana, a
estabilidade mecanica do coagulo, a criagdo e manutencdo do espaco por ele
preenchido além do isolamento dos tecidos indesejaveis do local de regeneracio.
Todos os materiais utilizados foram esterilizados com raios gamas (Ry)

proveniente de *°Col*®..

Figura 28 — Compésito de PCL:I,/HA (A) e as membranas de quitosanas esterilizadas por raios

gama (*°Co) (B). Dose utilizada = 25kGy.

Logo apds os materiais serem implantados, foi estimulado o sangramento,
para que o sangue local se misture com o material enxertado, fornecendo para o
defeito Osseo as células osteoprogenitoras, aumentando a atividade osteoindutora no
defeito 6sseo. Uma membrana de quitosana foi colocada sobre a cavidade Ossea
para impedir que células do tecido epitelial invaginem para dentro do defeito dsseo.
Os tecidos moles foram reposicionados e em seguida foi feita a sutura em um so

plano com pontos simples interrompidos com fio de seda preta 4-0
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(Ethicon/Jhonson & Jhonson). Terminadas as suturas os coelhos foram colocados
em gaiolas individuais, sendo feito & manutengdo apos o procedimento cirirgico por
40 minutos até a recuperacdo total da consciéncia pelos animais. Apods um periodo
de 20 dias os coelhos foram sacrificados com overdose de pentobarbitol sddio

(Nembutal“/Abbot Laboratories).

Apds uma incisdo para exposi¢do, a tibia foi fragmentada com uma serra
cirtirgica, cada fragmento foi analisado exibiam numa das faces Osseas junto a parte
compacta um ponto discretamente elevado com menos de Imm de didmetro e foram
acondicionados em recipientes contendo solugcdo de formol 10% (v/v, pH = 7.4).
Posteriormente cada fragmento foi desidratado com alcool etilico e descalcificado em
solucdo de acido formico (5% m/m). As amostras de tecido 0sseo foram seccionadas
e embutidas em parafina, sendo realizados cortes transversais (5 um) ao longo do eixo
longitudinal das tibias enxertadas utilizando-se um micrétomo (Sakura™) (Figura 29).
As amostras foram coradas com hematoxicilina/eosina (HE) e em seguida, analisadas
por microscopia Optica. A andlise histologica foi efetuada com auxilio de um
anatomo-patologista, professor da Faculdade de Medicina de Itajuba, e em seguida

digitalizada para analise por visdo computacional.

Figura 29 — Micrétomo rotatério Sakura® modelo Accu-Cut SRM, Tissue-Tek utilizado para

segmentar os fragmentos 6sseos.
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3.3.4. Analise por visao computacional

O uso da visdo computacional ¢ de suma importancia para quantificar o
grau de reparacdo Ossea, uma Vvez que essa mesma reparagdo ocorre
fisiologicamente de maneira semelhante, independentemente do material para

enxerto utilizado.

Para a formagdo de imagens foi utilizada uma camera de video CCD
(Charge Coupled Device), que possui respostas rapidas e com maior grau de
resolugdo das imagens. A camera de CCD ¢ constituida basicamente por lentes e
uma matriz de elementos semicondutores fotossensiveis. Através das lentes, a luz
¢ focalizada na matriz de elementos fotossensiveis, que convertem a luminosidade
proporcionalmente ao sinal elétrico gerado. Esta cAdmera de video ¢ acoplada a um
microscopio Optico Olympus modelo BHT-12 (Figura 30) para aquisi¢do das
imagens. O tecido 0sseo em regeneragao foi fixado em lamina de vidro e corado
com (H.E)* O processamento das imagens foi realizado em um computador

pentiun IIL.

Figura 30 — Microscopio 6ptico com camera CCD acoplado a um microcomputador Pentium II

utilizado neste trabalho.
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As imagens digitalizadas sdo representadas através de uma funcgado discreta
bidimensional f(x,y), onde x e y sdo duas coordenadas espaciais. O valor de f(X,y)
no ponto (x,y) ¢ diretamente proporcional a intensidade luminosa neste ponto.
Para que este sinal possa ser manipulado através de um computador, ¢ necessario
que o mesmo seja digitalizado no modo espacial e em amplitude, através de um
processo denominada amostragem e quantizagdo. A digitalizagdo em coordenadas
espaciais ¢ denominada amostragem, e a digitalizacdo em amplitude ¢
referenciada como quantizagdo em intensidade ou quantiza¢do em niveis de cinza.
Esta digitalizagdo resulta em imagens em niveis de cinza, possuindo intensidades
que variam entre 0 e 255. A imagem digital pode entdo ser representada através da
equacdo 1, como uma matriz de n linhas por m colunas, onde cada amostra ¢
também quantizada em intensidades. A imagem digital f(x,y) possui entdo duas
variaveis discretas x e y, onde x = 0,1,2,3,...n-1 e y = 0,1,2,3,...m-1. Cada
elemento neste arranjo ¢ denominado elemento de imagem ou pixel. A camera

CCD utilizada neste trabalho possui uma 4rea de visdo de 512 x 512 pixels!*®**.

[ (0,0 O, .. fO,m=1) ]
11,0 fan L fAm-1)

Sx,p)=

_f(n;l,O) f(n‘—l,l) f(n—i,m—l)_
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4. Resultados e Discussao

4.1. Sintese e caracterizacdo do compdosito PCL:1,/HA

O polimero poli (g-caprolactona) ¢ um poliéster alinfatico com aprovagao
no FDA utilizado em diversas aplicacdes clinicas tanto ortopédicas quanto em

liberagdo controlada de farmacos!***¢.

Recentemente observou-se em nossos laboratorios que o iodo promove a
polimerizacdo do mondmero e-caprolactona por abertura de anel a temperatura

ambiente (25°C) produzindo um poliéster de alto peso molecular e de boa

bioadegradabilidade!*”.

A polimerizacdo em massa induzida pelo iodo provoca uma inversao de
fase no meio reacional produzindo um complexo de transferéncia de carga. Como
conseqiiéncia do processo de inversdao de fase a formacdao de estruturas com

elevado grau de porosidade e um complexo de iodo tipo iodofor pode ser obtido.

A Figura 31 mostra o porcentual de conversao do mondmero e-CL em
funcdo do tempo em uma polimerizagdo por abertura de anel promovida pelo
1odo. O porcentual de conversao foi determinado gravimétricamente. Observa-se
neste caso que elevados niveis de conversdo do mondmero a polimero sdo
atingidos aumentando-se a razao molar e-CL/I,. A dependéncia da concentragdo
de iodo na polimerizagdo do monomero &-CL parece consistente com o

mecanismo radicalar de propaga¢do de radicais.
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Figura 31 — Conversao do monomero e-CL a PCL:L.[e-CL/I,] = 103:1, T=298 K, P =1 atm. A proporgao de
polimeros PCL:I,/HA no final do processo foi de 1:1.

O espectro ' H-RMN do PCL:I, obtido ¢ apresentado na Figura 32. Os

picos correspondentes aos deslocamentos quimicos do PCL:I, estio em boa
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Figura 32 — Espectro 'H-RMN do PCL:I, obtido em CDCl;a 298 K.
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A Figura 33 ilustra a analise por GPC do PCL:I, obtido neste trabalho. A
distribuicdo dos pesos moleculares ¢ muito estreita, aproximando-se de um
sistema monodisperso conforme pode ser observado pela razio Mw/Mn = 1,11. O

peso molecular aparente (Mw) foi de 32.900g/mol.

M, = 29.700 g.mol"
M,, = 32.900 g.mol’
M,/M, = 1,11

il 15 20 25 ao

Tempo de ebulicio (min)

Figura 33 — Analise por GPC do polimero PCL:I,.

As Figuras 34 e 35 mostram as micrografias de microscopia eletronica de
varredura (MEV) e a distribui¢do de tamanhos de poros no compoésito PCL:I,/HA,
respectivamente. O sistema PCIL:I/HA apresentou uma estrutura de poros

interconectados com distribuicdo média de diametro de poros igual a 5 pm.

Figura 34 — Micrografia de MEV do polimero PCL:I,.
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Figura 35 — Grafico de distribuigdo do tamanho de poros no compdsito PCL:I,/HA, obtido por

meio de visdo computacional.

Sistemas poliméricos biodegradaveis com microestruturas de poros

interconectados sdo importantes para a engenharia de tecidos. Tais sistemas

favorecem o crescimento celular ao mesmo tempo em que o polimero ¢ degradado

e absorvido pelo organismo biologico.

As Figuras 36-38 mostram as micrografias (MEV) do composito

PCL:I,/HA. A hidroxiapatita apresentou estrutura hexagonal caracteristica com

tamanho de particulas superior a 100 um (Figuras 36-37). O composito apresentou

microestrutura de agregados com tamanhos superiores a 200 um (Figura 38).



Figura 36 — Micrografia de MEV do compdsito PCL:I,/HA.
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Figura 37 — Micrografia de MEV da Hidroxiapatita (Intra-Lock).

Figura 38 — Micrografia de MEV da Hidroxiapatita (Intra-Lock). Aumento de 80x.
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E fato bem conhecido que o processo de reparo 6sseo depende de varios
fatores, tais como profundidade da lesdo a ser reparada, angulo da lesao,
imobilizacdo dos enxertos, técnica aplicada adequada e principalmente,
vascularizagdo . Desta forma, para que o processo de osteointegracdo se
desenvolva com sucesso, a utilizagdo de matrizes porosas biodegradaveis ¢ de

fundamental importancia para sua utilizagdo em enxertos aloplasticos.

4.2. Caracterizacao bioquimica

4.2.1. Analise da atividade antimicrobiana do PCL:I,/HA

O enxerto de materiais sintéticos no organismo bioldgico, mesmo sob
rigorosa assepsia, ¢ um procedimento de alto risco de infeccdo devido a exposi¢cao
do sitio cirurgico a presenca de microorganismos. A utilizagdo de um material
com atividade antimicrobiana ¢ de fundamental importancia, visto que, infec¢des
no local do enxerto dificultariam o processo de reparo 6sseo, além do risco de

septicemias!®’.

A atividade antimicrobiana do compdsito PCL:I,/HA foi avaliada em func¢ao
da razdo do niimero de colonias sobreviventes de bactérias de S. aureus e E. coli
pela concentragdo do composito PCL:I,/HA na solugdo teste. A Figura 39 mostra o
grafico da atividade antimicrobiana do compodsito PCLI/HA, que apresentou
resultado positivo tanto para as culturas de bactérias gram negativa (E. coli) quanto
para as culturas de bactérias gram positivas (S.aureus). Entretanto, podemos
observar que a atividade antimicrobiana do compdsito PCL:I,/HA para a cultura de

E. coli (Figura 38-A) ¢ maior que para a cultura de S. aureus (Figura 38-A).
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Figura 39 — Atividade antimicrobiana do composito PCL:I,/HA contra E. coli (A) e A. aureus (B).

Nao se conhece com precisao o modo de acao do iodo, mas acredita-se que
esta substincia afete a estrutura da membrana plasmatica oxidando as liga¢cdes S—H
da cisteina e da metionina, reagindo com grupos fenolicos da tirosina que reagem
em sinergismo com grupos N-H (aminos - 4cidos) para obstruir a ligagdo do

hidrogénio.

Esta reacdo em cascata ocorre até atingir as bases dos nucleotideos

. . . . . 4
(adenina, guanina e citosina) bacterianos provocando a morte celular.[*”

O E. coli é uma bactéria gram negativa, ou seja, possui além da membrana
plasmatica uma segunda membrana denominada esquelética, que quando atacada
pelo iodo forma uma quantidade maior de radicais que irdo atacar as bases dos
nucleotideos bacterianos de uma bactéria gram negativa. Esse efeito do
sinergismo do iodo com a membrana esquelética atuando sobre a membrana
plasmatica da E. coli pode explicar sua maior sensibilidade ao composito

PCL:I,/HA do que o S. aureus que apresenta apenas a membrana plasmatica”’.
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4.2.2. Analise da citotoxicidade do composito PCL:I,/HA

O ensaio de citotoxicidade representa a fase inicial do teste de
biocompatibilidade de um material com potencial para aplicagdes médicas, sendo
utilizados em uma primeira analise para detectar se o material sintético apresenta
caracteristicas de biomaterial quanto a sua interagdo com o tecido bioldgico. O
composito PCL:I,/HA, como todo material sintético destinado ao implante em
organismos vivos, foi submetido a avaliagdo de sua citotoxicidade. No ensaio da
citotoxicidade deste trabalho os resultados foram expressos em porcentagem de

cé¢lulas CHO sobreviventes, sendo os resultados apresentados na Figura 40.
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Figura 40 — Grafico da atividade do compdsito PCL:I,/HA. Polietileno de alta densidade (A),
composito PCL:I,/HA (B), solucdo de fenol 0,02% (C).
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O material utilizado como controle positivo, solugdo de fenol 0,02%,
apresentou atividade citotoxica extremamente alta, pois praticamente ndo restaram
colonias sobreviventes sobre a placa de controle. Podemos observar na Figura 40-C
que a medida que a concentracdo de solugdo de fenol 0,02% aumenta, a razdo do
nimero de coldnias sobreviventes diminui, até praticamente ndo sobrarem coldnias
visiveis sobre a placa de controle. J4 no controle negativo, o polietileno de alta
densidade (HDPE), demonstrou ser um material ndo citotoxico (Figura 40-A), visto
que, mesmo em indices elevados de concentracdo do HPDE a razdo do ntimero de
colonias sobrevivente ¢ bem elevada. Pode ser ainda observado que quando
comparado com a solugdo de fenol 0,02% ambos, o HDPE e o compdsito
PCL:I/HA (Figura 40-B) apresentam uma baixa atividade citotoxica Utilizando o
composito PCL:I,/HA em concentragdes inferiores a cerca de 30%, sua atividade
citotoxica ¢ bem semelhante a do HDPE, ou seja, o comportamento do compdsito
PCL:I,/HA nestas concentracdes ¢ de um biomaterial ndo citotoxico. Mesmo
aumentando a concentragdo do composito PCL:I,/HA, observamos que sua
atividade citotoxica continua bem proxima do HDPE. A ndo citotoxicidade do
composito PCL:I,/HA testado pode ser concluida tendo em vista que apesar de
utilizarmos concentragdes elevadas, o composito PCL:I,JHA apresenta uma
atividade citotoxica muito baixa (Figura 40-B). Neste caso, a razdo do nimero de

colonias sobreviventes foi superior a 50%.

4.2.3. Analise histologica da atividade osteocondutora do compdsito PCL:I,/HA

A Figura 41 mostra o corte histoldgico da tibia enxertada com sangue. A
regido de enxerto apresentou segmento Osseo exibindo lamelas Osseas tipicas,
revestidas por periosteo externamente e enddsteo internamente. Observa-se
aparente dreas de consolidacdo constituidas por lamelas em organizagdo,
associadas a moderada quantidade de tecido conjuntivo ndo 0Osseo com

fibroblastos e osteoblastos de permeio.
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Figura 41 — Corte histologico corado com HE da regiéio enxertada com sangue. Aumento de 40x.

A amostra onde o material enxertado foi o PCL:I, (Figura 42) apresentou
segmento Osseo exibindo lamelas oOsseas tipicas, revestidas por peridsteo
externamente e endosteo internamente, observa-se darecas de consolidacao
constituidas por grande quantidade de tecido conjuntivo ndo Osseo, com

osteoclastos e osteoblastos de permeio.

Tecido conjuntivo
nao 0sseo

Material enxertado

Figura 42 — Corte histologico corado com HE da regido enxertada com PCL. Aumento de 40x.

Na amostra de tecido 6sseo onde foi enxertada a HA (Figura 43) observou-
se um segmento Osseo com lamelas Osseas tipicas, revestidas por peridsteo
externamente ¢ enddsteo internamente, com aparentes areas de consolidagdo,
constituidas por grande quantidade de lamelas em organiza¢do e associadas a
pequena quantidade de tecido conjuntivo ndo dsseo, com fibroblastos e

osteoblastos de permeio.
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Figura 43 — Corte histoldgico corado com HE da regido enxertada com HA. Aumento de 40x.

A Figura 44 mostra o corte histologico em que foi enxertado o compdsito
PCL:I,/HA. Observa-se um segmento 6Osseo exibindo lamelas Osseas tipicas,
revestidas por periosteo externamente ¢ enddsteo internamente. Existem areas de
consolidacdo constituidas por grande quantidade de lamelas em organizacao
associadas a pequena quantidade de tecido conjuntivo ndo 6sseo com fibroblastos
e osteoclastos de permeio.Comparando as quatro amostras entre si, observa-se que
a quantidade de tecido 6sseo regenerado ¢ maior no local onde foi enxertado com
composito PCL:I,/HA, conforme pode ser observado no grafico feito com auxilio

da visdo computacional.

Regido de consolidagio 6ssea

Figura 44 — Grafico da atividade do compdsito PCL:I,/HA. Polietileno de alta densidade (A),
composito PCL:1,/HA (B), solugdo de fenol 0,02% (C).
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4.2.4. Analise dos cortes histologicos por visio computacional

Uma andlise quantitativa da capacidade do composito PCL:I,/HA em
promover a reparacao 0ssea pode ser efetuada utilizando-se a anélise de imagens

dos cortes histologicos por visdo computacional.

A andlise de imagens por visdo computacional consiste na realizacdo de
operacdes que permitem caracterizar os diferentes objetos encontrados na mesma
imagem. Para isto, sdo realizados calculos que determinam elementos da imagem
denominados descritores ou atributos, tais como: area, perimetro, didmetro e
medidas de distribui¢do de niveis de cinza. O numero de atributos a serem
calculados depende do tipo de aplicacdo a ser empregada. Em muitos casos,
poucos atributos podem definir satisfatoriamente objetos da imagem, sem

necessidade de se realizar opera¢des complexas!*'’.

As caracteristicas obtidas de uma imagem em analise sdo comparadas com
os mesmos tipos de caracteristicas previamente armazenadas em um banco de
dados padrao. O objetivo ¢ o de se obter um valor provavel que forneca a
interpretacdo correta da imagem analisada. Neste caso, os dois métodos que
podem ser empregados sdo: ponderacao dos dados das caracteristicas extraidas e o
casamento de padrdes. Na ponderacdo, o peso de uma caracteristica extraido ¢é
calculado para ser utilizada na avaliacdo de sua contribui¢do relativa, durante a
operacdo de interpretacdo da imagem. No casamento de padrdes ¢ realizada uma
comparagdo entre os valores de caracteristicas armazenadas em um banco de
dados e as caracteristicas de uma amostra conhecida, bem como entre pixels da
imagem em analise e os pixels de uma imagem padrdo. Nas duas situagdes
anteriores, o objetivo ¢ obter o menor resultado entre as diferencas dos valores
extraidos da imagem em andlise e o da imagem padronizada, que determina o

perfeito casamento de padrdes entre elas!*' !,

Para uma determinag@o mais precisa da area de regeneragdo Ossea, as

imagens obtidas foram segmentadas. A segmentagdo de imagens consiste na
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separacao de objetos do fundo, visando a extracdo de caracteristicas desses
objetos. O objetivo ¢ classificar a imagem, isto €, realizar um procedimento de
identificagdo. O pré-processamento na segmentagdo de imagens ¢ relativo as

operagdes de limiarizagdo e deteccdo de objetos na imagem.

A limiriazacdo ¢ uma técnica de pré-processamento, empregada para a
deteccdo de objetos em imagens digitais. O caminho para extrair o objeto do
fundo ¢ selecionar um limiar T que separe os modos de intensidade no
histograma. Portanto, pontos (X,y) nos quais f(x,y) > T, sdo os pontos que formam

0 objeto e f(x,y) < T sdo os pontos que formam o fundo da imagem"*®.

O proximo passo consiste na deteccdo das bordas, através de um algoritmo
que emprega calculos locais. Este método permite detectar transigdes na
intensidade dos niveis de cinza existentes em uma imagem. Em uma imagem
bidimensional, as bordas podem ser detectadas através dos operadores diferenciais

Gradiente (G) e Laplaciano (L).

O operador gradiente de uma imagem f(x,y) nas coordenadas (x,y) ¢
definido como um vetor bidimensional, e para a deteccdo de bordas, o interesse
estd na amplitude do vetor G, que ¢ denominado Gradiente, denotado por

Gl f(x,y)]**). A relagdo entre G e f(x.y) pode ser escrita como:

12

Glr(eyl=le: +62]" = Bﬂ B‘ﬂ

O calculo do gradiente ¢ baseado na determinacao das primeiras derivadas of / ox

e I/ Para executar este calculo em uma imagem digital emprega-se uma matriz 3x3:
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Para o calculo da derivada, ¢ realizada a diferenca de primeira ordem entre
pixel centrado em (x,y) e os pixels vizinhos, representados pelas letras de a até 1.

Assim, o resultado é:

G, =al=(g+2h+i)—(a+2b+c) e G, =al=(c+2e+i)—(a+2d+c)

ox oy

O Laplaciano ¢ um operador derivativo de Segunda ordem, definido como:

82f+82f
ax? oy’

L[f(x’ J’)] =

Para imagens digitais, o Laplaciano ¢ definido como:

Lf ()= fe+ Ly)+ fle—Ly)+ fle,p+ D)+ flx,p-1) -4 f(x,p)]

O Laplaciano, responde as transi¢des de intensidade isto €, ele ¢ utilizado
para estabelecer se um dado pixel estd do lado iluminado ou escuro de uma borda,

[41-44

isto é, do lado do fundo ou do lado de dentro do objeto!*'™**. A 4rea da imagem é

definida como o numero de pixels contidos em um objeto:

Area =" g(x,y),

X,y
sendo g(x,y) o pixel da imagem na posi¢ao (X,y).

As Figuras 45-47 ilustram a seqliéncia de analise de imagem dos cortes

histolégicos anteriormente descritos pela técnica de visao computacional.
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Figura 45 — Micrografia dptica correspondente a um corte histologico da area da tibia enxertada
com HA preparada para segmentacgdo e posterior determinagdo da area de reparo 6sseo por visao

computacional. Na imagem destacam-se: area de reparo 6sseo consolidado (A), regido sem reparo

osseo (B), e regido de tecido conjuntivo ndo 6sseo (C). Aumento de 40x.

Figura 46 — Tratamento da imagem por visdo computacional. A area escura representa o reparo

0sseo ¢ a area clara representa a regido onde ndo ocorreu a formagao de tecido dsseo.
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Figura 47 — Imagem segmentada. Cada segmento marcado corresponde a uma area, que sera

somada e totalizada como a area total da reparagdo Ossea.

A andlise quantitativa comparando os quatro tipos de enxertos (Sangue,

PCL, HA e PCL:I,/HA) € mostrado na Figura 48.
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Figura 48 — Gréfico da atividade osteocondutora de cada material enxertado ap6s 20 dias.
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Comparando a capacidade de reparacdo d6ssea do composito PCL:I,/HA
com os materiais utilizados como controle (Sangue, HA, PCL) observa-se que o
composito PCL:I,/HA apresentou um resultado muito superior, inclusive sobre a
HA comercialmente vendida para uso em enxertos 0sseos. A formagdo de um
compdsito macroporoso formado entre o PCL, polimerizado pelo iodo, ¢ a HA
pode ser a explicagdo para esse bom resultado do composito PCL:I,/HA, visto que
esses macroporos funcionariam como uma base de sustentacdo para que as células
Osseas pudessem crescer através da emissdo de seus pseudopodos pelos poros do
composito PCL:I,/HA, facilitando a fixacdo dessas células osseas na cavidade a
ser reparada. A presenga desses poros facilitaria ainda o fornecimento de
nutrientes para o novo tecido 6sseo em formagdo atuando como canais por onde
os nutrientes e 0 oxigénio necessario para o crescimento do tecido 6sseo pudesse

. . [ . ~ [41
circular com maior facilidade pelo novo tecido em reparagio*'’.
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5. Conclusao

Nossos resultados mostram um horizonte promissor para a utilizacdo do
composito PCL:I,/HA na area clinica. Os resultados deste trabalho indicam que o
compdsito PCL:I,/HA pode ser sintetizado em um processo de polimerizagio

relativamente facil e de baixo consumo energético.

Avaliando os ensaios in vitro observamos que os resultados sdo
satisfatorios. O composito PCL:I,/JHA possui significativa atividade

antimicrobiana e baixa citotoxicidade.

A interessante descoberta a ser ressaltada ¢ a propriedade osteocondutora
do composito PCL:I,/HA. Evidentemente, esta descoberta ¢ fundamental para o

processo de regeneracao Ossea.

Os estudos referentes aos cortes histologicos indicam que o processo de
reparo Osseo ¢ bastante significativo quando consideramos o composito
PCL:I,/HA como material para enxerto. Embora o ensaio in vivo tenha um
significado importante para este trabalho, reconhecemos que uma experimentacao
em animais de maior porte deve ser projetada, onde um volume maior de dados
estatisticos, relativos ao processo de osteoconducdo, possa ser analisado com o

rigor da estatistica.

Acreditamos que nossa pesquisa podera trazer uma contribui¢ao
significativa para a area ortopédica. Trabalhos futuros nesta area dirdo da
flexibilidade da aplicacdo do compodsito PCL:I,/HA nas dareas ortopédica e
odontologica. O que fizemos até agora representa apenas um primeiro passo nesta

direcao.
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6. Sugestoes para trabalhos futuros

A aplicagao do compodsito PCL:I,/HA representa uma vertente interessante
quanto ao desenvolvimento de novos biomateriais no presente século. Neste
sentido, a quimica nanoscdpica tem demonstrado ser uma ferramenta poderosa no

desenvolvimento de estruturas poliméricas macroporosas.

Aliado a bioquimica e engenharia de materiais, sistemas implantaveis
compostos de polimeros e ceramicas tém sido oferecidas a medicina ortopédica.
Entretanto, o elevado custo destas técnicas que excluem a populacdo de baixa

renda em nosso pais ¢ um desafio que deve ser vencido.

Espera-se que esta dissertacdo forneca as ferramentas iniciais para o
desenvolvimento de sistemas simples e versateis quanto ao seu tipo de aplicacao

nas areas ortopédica e odontoldgica.

O escopo do presente trabalho, e obviamente, também o bindmio
tempo/instrumentacdo nos privaram de respostas a um conjunto de perguntas que
surgiram apds as respectivas analises dos resultados obtidos e que apresentamos

aqui como as perspectivas ou sugestoes para trabalhos futuros:

* Estudar a aplicacdo do compdsito macroporoso PCL:I,/HA na engenharia de

tecidos.

* Incorporar farmacos com propriedades antiinflamatorias e avaliar sua

performance.

* Estudar a cristalinidade do composito PCL:I,/HA por difra¢do de raios-X bem
como o efeito da radiagdo y sobre o compdsito PCL:I,/HA no processo de

esterilizagao.



58

Analisar a biodegradagao do compdsito PCL:I,/HA por GPC e o seu impacto

nas propriedades mecanicas do sistema.

Avaliar o mecanismo de transporte de proteinas globulares e ndo globulares
para uma melhor compreensdo da interagdo entre o composito PCL:I,/HA e o

fluido bioldgico.
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