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DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E ESTUDO PRE-CLINICO DE
DISPOSITIVOS IMPLANTAVEIS BIOCOMPATIVEIS BASEADOS NO POLIMERO
POLI(e-CAPROLACTONA)

Fabiana Medeiros da Silva
RESUMO

Polimeros bioreabsorviveis tém desempenhado um importante papel no desenvolvimento
de novos biomateriais e aplicagbes na engenharia de tecidos. Dentre os poliésteres
biodegradaveis, o polimero poli(¢-caprolactona) (PCL) é considerado um dos mais
biocompativeis pelo FDA. No presente trabalho, o objetivo foi sintetizar o polimero PCL
pelo mecanismo geral da polimerizagdo do mondmero g-caprolactona induzida pelo iodo a
fim de se obter matrizes biocompativeis, com biofuncionalidade adequada a aplicacdes
como biomaterial na engenharia de tecido 0sseo, caracterizar suas propriedades fisico-
guimicas e biologicas, avaliar a biocompatibilidade in vitro e in vivo das matrizes, obter
prototipos implantaveis e realizar o estudo pré-clinico. O processo resultou na obtencéo
de matrizes puras de PCL, assim como matrizes do composito com hidroxiapatita
(PCL/HA) e com o antibiético vancomicina (PCL/HA/VC). As particulas do polimero obtido
exibiram estrutura macro-porosa com diametro meédio de poros de 5 a 10um. A
determinacdo de biocompatibilidade das matrizes de PCL/HA obtidas foi realizada pela
avaliacdo in vitro de citotoxicidade, genotoxicidade, imunotoxicidade e
hemocompatibilidade, assim como avaliacdo in vivo de toxicidade aguda. As matrizes
sintetizadas mostraram-se isentas de toxicidade nos modelos experimentais in vitro e in
vivo estudados. O estudo pré-clinico de biodegradacéo in vitro evidenciou a degradacao
hidrolitica do PCL/HA a qual foi potencializada por atividade enzimatica da lipase. Estes
resultados foram evidenciados pela andlise da superficie das pastilhas obtidas em MEV,
assim como pelos dados gravimétricos e de FTIR obtidos. A finalizacdo do estudo pre-
clinico foi realizada por implantes em tibias de coelho. Os resultados histologicos
demonstraram que o compodsito PCL/HA facilitou a osteoconducao a partir de 30 dias do
implante, proporcionando estrutura para deposicao do tecido ésseo neo-formado. Esta
consolidacdo se manteve ao longo dos periodos de 60 e 90 dias pos-implante. Os
resultados indicaram o potencial do polimero como biomaterial para a aplicacdo na
engenharia de tecidos, assim como para a obtencdo de dispositivos implantaveis,
capazes de melhorar a osteointegragdo, visando novas aplicacdes na medicina e

odontologia.



DEVELOPMENT, CHARACTERIZATION AND PRECLINICAL EVALUATION OF THE
IMPLANTABLE BIOCOMPATIBLE PROTOTYPES BASED ON POLY/(e-
CAPROLACTONE).

Fabiana Medeiros da Silva
ABSTRACT

Bioabsorbable polymers have been played an important role in tissue engineering and
biomaterial science. Among biodegradable polyesters, the poly(e -caprolactone) (PCL) is
considered by the FDA one of the most biocompatible polymer. The interest of
bioresorbable polymers in development of novel biomaterials and medical applications is
due to the advantage of being totally absorbed by the body. In the present work, the PCL
synthesis by the general mechanisms of polymerization induced by iodine of the e-
caprolactone monomer was realized for the obtainment of biocompatible matrices with
biofunctionality to be used in tissue engineering. The main objective was the polymer
synthesis, the physico chemical characterization, the in vitro and in vivo biological
evaluation of the matrices and obtainment of the implantable prototypes. In the synthesis
process was obtained pure matrices of PCL and composite with hidroxiapatite (PCL/HA)
and vancomicine (PCL/HA/VC). The polymer particles exhibited a macroporous structure
with porous size between 5 to 10 um as average diameter. The biocompatibility evaluation
of the PCL/HA matrices was performed following the conditions established by in vitro
tests of citotoxicity, genotoxicity, immunotoxicity and hemocompatibility assay. For the in
Vivo studies samples were used to carry out the acute toxicity. The tests showed that the
PCL is free from any toxicity. The degradation study in vitro evidenced the hydrolytic
degradation of the PCL/HA which was increased with the enzymatic activity of lipase.
These results were showed by the MEV topographic analysis of the membrane surface of
PCL, and gravimetric and FTIR data. The final pre-clinical study was carried out by the
implantation of PCL pines in the rabbit tibiae. The histological analysis showed that the
PCL/HA composite favoured the osteoinduction in the 30 days period after implantation
making an structure for the process of bone healing and the formation of new bone tissue.
That consolidation was maintained through the 60 and 90 days pos-implantation. All the
results indicated that the PCL polymer and composites are biocompatible with potential
use as biomaterial for application in tissue engineering and for obtainment of implantable
device capable of improving the osteointegration with applications in orthodontic and

orthopedic medicine.
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1. Introdugdo

Na ultima década, a ciéncia de biomateriais tornou-se responsavel por
grande parte das inovagdes tecnoldgicas presentes nas areas biomédicas e
biotecnolégicas para aplicagbes em saude. Dentre estes, os materiais poliméricos
tém se destacado por sua importancia especialmente na aplicacdo de dispositivos
médicos. As aplicagbes incluem a engenharia de tecidos, implantes, 6rgaos

artificiais, reparos 6sseos, sistemas de liberagao controlada, entre outros.

O expressivo desenvolvimento de biomateriais poliméricos tem
representado um poderoso instrumento terapéutico nas atividades cirurgicas. No
entanto, sua utilizagdo exige um cuidado pré-clinico e ético criterioso na analise

dos riscos e beneficios que cada biomaterial possa oferecer.

Sistemas implantados compostos por polimeros podem  ser
biorreabsorviveis ou nao-biorreabsorviveis, de acordo com suas caracteristicas de
biodegradabilidade. Aqueles que nao sao biodegradaveis precisam ser removidos
posteriormente, 0 que requer processos cirurgicos. Ja, os biodegradaveis
apresentam vantagens sobre esses anteriores, pois sao totalmente absorvidos
pelo organismo, por meio da hidrélise quimica ou enzimatica, ndo necessitando
remocao subsequente e proporcionando melhor adesdao e aceitagdo dos
pacientes. Estas caracteristicas possibilitam seu uso para implantes, sem

necessidade de subseqlente remogao por novas operagdes cirurgicas.

Os biomateriais para aplicacbes médicas se caracterizam pela necessidade
de apresentarem sua biocompatibilidade comprovada assim como sua eficacia na
aplicagao final. Desta forma, a necessidade de caracterizacdo e avaliacdo pré-
clinica adequada se faz necessaria. O biomaterial polimérico e seus produtos de
degradacgado nao podem causar efeitos toxicos ou nocivos ao organismo e devem

apresentar as resisténcias estruturais adequadas aos processos de regeneragao
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ou substituicao de 6rgaos e tecidos. Neste trabalho de doutorado foram realizados
estudos relacionados a sintese nacional do polimero poli(e-caprolactona) (PCL), a
fim de demonstrar suas propriedades de biocompatibilidade desejaveis como

biomaterial polimérico para futuras aplicagées médicas e odontoldgicas.

Este projeto visou como inovagao tecnoldogica e objetivo principal o
desenvolvimento, caracterizagcdo e estudo pré-clinico de dispositivos
microimplantaveis baseados em matrizes biorreabsorviveis e biocompativeis do
compdosito poli(e-caprolactona) e hidroxiapatita (PCL/HA) com finalidade de induzir
a regeneragdo Ossea de forma controlada, e restaurar desta maneira as
caracteristicas originais do tecido que recebeu o implante.

Os dispositivos médicos usados no Brasil sdo, em sua maioria, importados
e acabam por gerar gastos elevados por parte da Previdéncia Social e Sistemas
de Saude. Dados do Ministério da Saude e do CGEE/MCT mostram que somente
em 2004, foram gastos, pelo SUS, entre R$ 60 e 100 milhdes em implantes
ortopédicos como placas, parafusos, hastes, entre outros. Aliado a isto, com o
aumento continuado da longevidade do brasileiro — segundo o IBGE a expectativa
de vida aumentou quase 10% entre 1980 e 2006 — havera necessidade de se

ampliar a oferta desta tecnologia.

Desta forma, este trabalho de doutorado corrobora com a enorme
necessidade de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico nesta area como forma
de atender as necessidades da sociedade, melhoria da saude geral, redugéo de
custos dos materiais envolvidos, e oferecer alternativas para uma melhora na
eficacia do processo de osteointegragdo e cicatrizagdo éssea, assim como

acompanhar o estado da arte mundial em biomateriais e dispositivos médicos.
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2.1. BIOMATERIAIS

Na maioria das especialidades médicas e odontolégicas, materiais
diferentes estdo sendo bastante usados para fins diagndsticos e terapéuticos.
Esses materiais que podem ser interpostos entre os sistemas bioldgicos a fim de
se avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, érgédo ou funcédo do

corpo sao chamados de biomateriais (WILLIAMS, BLACK, & DOHERTY, 1992).

Tendo em vista sua utilizacdo em aplicagbes médicas e terapéuticas em
tratamentos, ampliagdo ou substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgaos ou funcdes
corpéreas e extracorporeas, as definicdes de “biomaterial” ndo se restringem a
um conceito especifico (WILLIAMS, 1986, 1992, 2008). Para se definir um
biomaterial € preciso correlacionar suas propriedades fisicas e quimicas,

associadas as suas propriedades bioldgicas.

A interacao destas propriedades com outros fatores complexos tais como
os clinicos e tecnologicos, de fabricacdo e processamento, também devem ser
considerados, e alcangcar a combinagdo entre as propriedades inerentes ao
material através da interface entre tecidos vivos e nao-vivos torna-se o grande

desafio desta ciéncia (OREFICE, PEREIRA & MANSUR, 2006).

No desenvolvimento de biomateriais, muitas classes diferentes de materiais
tém sido usadas, tais como, metais, ceramicas, polimeros naturais e sintéticos e
compositos. Estas substancias, ou a combinagao delas, quando designadas para
incorporacao em sistemas vivos, durante um periodo de tempo determinado e/ou
indeterminado, devem ser inertes e apresentarem propriedades de

biocompatibilidade e biofuncionalidade (PARK & LAKES, 2007)



2. Revisdo Bibliografica

O termo biocompatibilidade pressupde que a aplicagdo clinica de um
biomaterial ndo causa nenhuma reagdo adversa no organismo, tal como
inflamacao e tromboembolismo, e nem pde em risco a vida de um paciente
(WOLF, KAARWATH, & GROTH, 1988). Definigdes mais precisas do termo
biocompatibilidade, incluem que o material ndo € nem téxico, nem alergénico,
nem carcinogénico, nem mutagénico, e nao influencia na fertilidade de um dado
paciente (KLINKMANN, WOLF, & SCHMITT, 1984; WILLIAMS, 2002, 2008). Ao
lado da biocompatibilidade, a propriedade biolégica que determina a capacidade
do biomaterial realizar as fungdes para as quais ele sera projetado é a chamada
biofuncionalidade. E, ainda, os biomateriais podem ser classificados de acordo
com seu comportamento fisiolégico no organismo como biotoleraveis, bioinertes,

bioativos e bioreabsorviveis. (HENCH & WILSON, 1993, apud CARDOSO, 2010)

O sucesso de reparo por meio da utilizacdo de dispositivos médicos
baseados em biomateriais biocompativeis, na substituicdo de tecidos moles e
duros, fixagao de fraturas e implantes, esta relacionado a condigao fisiolégica do
paciente, e pericia clinica do profissional responsavel. Assim, para uma dada
aplicagao, as propriedades fisicas necessarias, tais como as mecanicas, ao lado
da chamada biocompatibilidade de um material sdo vitais para seu uso como
parte de um dispositivo biomédico (RATNER, HOFFMAN, SCHOEN et al, 2004;

OREFICE, PEREIRA & MANSUR, 2006).

2.2. BIOMATERIAL: POLI(e-CAPROLACTONA)

O polimero poli(e-caprolactona) (PCL) tem sido alvo de intensas pesquisas

na area de polimeros reabsorviveis devido a combinagao de suas propriedades
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de biocompatibilidade e biodegradabilidade (SAAD et al, 1999; JONES et al,
2002; SINHA et al, 2004; XIAO, LIU & HUANG, 2008; YE et al, 2009).
Recentemente, o polimero PCL tem se destacado por suas aplicacbes como
matriz para o crescimento celular na engenharia de tecido 6sseo, demonstrando
possuir as propriedades mecanicas necessarias para servir como um arcabouco
em enxertos aloplasticos, onde as propriedades mecanicas tém que ser mantidas
até que o processo de restauragao do tecido biolégico se complete (OYANE et al,

2005; YU et al, 2009).

Varios métodos de sintese do PCL tém sido propostos na literatura,
destacando-se a polimerizagao por abertura de anel utilizando os mecanismos de
iniciacdo radicalar ou ibnica. Entre os varios métodos de polimerizacdo, a
polimerizagdo por abertura de anel de lactonas ciclicas € uma importante
alternativa, pois o processo nao gera grupos que possam limitar a conversao do
mondmero em polimero (JONES et al, 2002; OYANE et al, 2005). O poli (e-
caprolactona) é um poliéster com carater hidrofébico, como resultado da presenca
de grupos metilénicos ndo-polares e um unico grupo éster relativamente polar em
cada unidade que se repete. Tem alta permeabilidade, natureza semicristalina,
alta solubilidade, baixo ponto de fusdo e estabilidade ao calor (DE QUEIROZ et al,

2002; DE ALMEIDA & DE QUEIROZ, 2003; DE ARRUDA ALMEIDA et al, 2004).

O PCL é um polimero reabsorvivel que devido a sua biocompatibilidade é
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para uso em seres humanos,
sendo atualmente utilizado em materiais de sutura e em sistemas de liberagao
controlada de farmacos. Para aliar as propriedades de osteocondutividade e

bioatividade, PCL e hidroxiapatita tém sido combinados para a obtencdo de



2. Revisdo Bibliografica

compositos de PCL/HA. (KIM, et al, 2004; HAE WON, 2007)

2.2.1 Biodegradabilidade do Poli(e-Caprolactona)

A biodegradabilidade apresenta-se como um importante requisito para um
biomaterial sintético que sera utilizado no reparo 6sseo, uma vez que a melhor
maneira de se reparar um defeito dsseo é estimulando o préprio tecido ao auto
reparo. Para que ocorra uma substituicdo dssea ideal as propriedades mecanicas
devem ser mantidas, ou seja, a degradacao deve ocorrer em um ritmo no qual
seja possivel que a regeneracdo o6ssea possa formar um tecido com as

propriedades mecanicas mais proximas do tecido original (RHEE, 2004).

O poli (e-caprolactona) € um poliéster semicristalino alifatico dotado de uma
variedade de propriedades biocompativeis como a atoxicidade e reabsor¢cao apds
um periodo apropriado de implante. A taxa de biodegradacao do PCL pode variar
consideravelmente de acordo com as condigdes de sua sintese. A principal
peculiaridade deste polimero advém do seu mecanismo de biodegradagao por
hidrolise da ligacao éster e formacao de produtos de decomposigdo que sao
intermediarios normais do metabolismo celular (PITT, CHASALOW &

HIBIONADA, 1981; PITT, 1990).

Devido a combinagcdo unica da biocompatibilidade, permeabilidade e
biodegradabilidade, os polimeros e copolimeros do PCl sdo aplicados na
medicina principalmente como sutura biodegradavel e proteses reabsorviveis

(RHEE, CHOI, & JIM, 2002, MEI et al, 2005).
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2.3. ENGENHARIA DE TECIDOS BIOLOGICOS

Um dos maiores objetivos da engenharia de tecidos é regenerar tecidos e
orgaos. Assim, a substituicdo de tecidos ou o6rgdos, parcialmente ou na sua
totalidade, decorrentes de trauma ou determinada patologia, € um dos grandes

desafios para as ciéncias da saude e dos materiais.

Atualmente, isto tém sido realizado no desenho de dispositivos cirurgicos
implantaveis na substituicdo ou reparo de tecidos moles ou duros, recobrimento de
préteses com a fungao de acomodar o crescimento de tecido no interior dos poros
intencionalmente produzidos, promovendo assim, a fixagdo bioldgica. Estes
modelos denominados internacionalmente como “scaffolds” funcionam como
arcabougos sintéticos porosos, ou uma matriz que mimetiza a propria matriz
extracelular corpdrea, na qual as células podem se aderir, multiplicar, migrar e
facilitar a regeneracdo tecidual. Esses biomateriais utilizam-se de suas
propriedades osteocondutoras, com o objetivo de facilitar a migracdo de
osteoblastos do osso adjacente para o sitio implantar, auxiliando o processo de
migracao (WEN et al, 2002). A associacdo entre a presenca de poros e uma
superficie rugosa tendem a produzir melhor contato osso-implante e,

consequentemente, favorecer a interagdo biomecanica do dispositivo implantado.

Historicamente, o primeiro trabalho a propor um modelo de crescimento
O0sseo foi realizado em 1901 por Greenfield (REF), o qual projetou uma raiz
dentaria artificial metalica em formato de gaiola. Essa estrutura permitiria o
crescimento ou preenchimento por tecido 6sseo e, no decorrer do tempo,
demonstrou-se perfeitamente estabilizada ao leito cirdrgico. Somente cinquenta

anos depois, no inicio da década de 60, é que surgiu o primeiro dispositivo poroso,
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o material Cerosium®, um compdsito com matriz a base da mistura de alumina,
silica e carbonato de calcio, cujos poros eram parcialmente preenchidos com e
resina epoxi inerte conferindo propriedades mecanicas adequadas para aplicacoes
em areas sujeitas a cargas funcionais (HENCH & WILSON, 1993). E, ao final desta
década foi proposto também, pela primeira vez, o termo osteointegragcao

(BRANEMARK et al., 1969; KIENAPFEL, 1999).

No caso do sistema esquelético, os biomateriais devem apresentar
resisténcia mecanica adequada, além de propriedades morfolégicas e fisico-
quimicas, que permitam a este material alcangar o grau de biocompatibilidade e
biofuncionalidade necessarios ao desempenho adequado de sua funcdo, que se
baseia em uma osteointegracdo adequada decorrente de processos bem
sucedidos de implantologia e enxertia (GUEDES E SILVA et al, 2008;

YOSHIMOTO et al, 2009).

O osso é um tecido de sustentacdo altamente especializado, e apresenta
como fungdes principais: apoio mecanico, locomocao e protecdo, atuando ainda
como reservatério metabdlico dos sais minerais Apresenta-se como um tecido
dindmico, que sob a influéncia de fatores mecanicos, fisicos e hormonais, indica
atividades de formacgdo, destruicdo e regeneracdo, 0 que exige um constante

processo de remodelagao (SPENCE, 1991; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).

O tecido 6sseo é composto por células de sustentagdo (osteoblastos e
ostedcitos), matriz ndo mineralizada de colageno e glicosaminoglicanas (ostedide),
sais minerais inorganicos depositados na matriz e células remodeladoras
envolvidas no processo de reabsorgdo (osteoclastos). As superficies, interna

(enddsteo) e externa (peridsteo), do 0osso séo recobertas por camadas de tecido
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conjuntivo e responsaveis, respectivamente, pela nutricdo e manutengado de um
continuo fornecimento de células osteoblasticas para a formagao ou reparacao
Ossea. Assim, durante um procedimento cirurgico atencéo especial deve ser dada

a essas superficies (WEINLAENDER, 1991).

Os tipos de tecido 6sseo sao identificados como o0sso primario ou imaturo,
caracterizado pela organizacgao irregular das fibras de colageno e possuir baixa
resisténcia mecanica, e o0 osso secundario ou lamelar, mais resistente e que
apresenta uma organizagao regular das fibras colagenas dispostas paralelamente
umas as outras, ou organizadas de maneira concéntrica ao redor do canal
vascular. Na formacédo de cada tipo de osso, bem como no processo de reparo
ap6s uma fratura, trauma ou cirurgia de implante, o primeiro tecido 6sseo a

aparecer € o imaturo, que é substituido posteriormente pelo osso lamelar.

Dessa forma, além das propriedades essenciais de biocompatibilidade e
biofuncionalidade necessarias a caracterizacdo de qualquer biomaterial, em
relacdo a um biomaterial implantavel, aplicado a engenharia de tecidos, sujeito a
cargas estaticas e dindmicas sdo necessarias outras caracteristicas como:
capacidade de suportar e transferir cargas; possuir estabilidade no organismo e
ser passivel de esterilizagao; e, apresentar uma cinética de superficie controlada,

indutividade e condutividade na cicatrizagao da regido cirurgica.

Dessa forma, na implantologia e enxertia, todos os grupos de materiais
poliméricos, metalicos, cerdmicos e compositos vém sendo estudados,
desenvolvidos e aplicados, em maior ou menor escala, para atender aos requisitos
desejados para uma reabilitagdo duradoura (COELHO et al, 2005, KONIG JR,

2010)
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2.4. DISPOSITIVOS IMPLANTAVEIS BIOREABSORVIVEIS

Os implantologistas estdao amplamente familiarizados com os dispositivos
metalicos para fixacdo de fraturas. Entretanto, os implantes metalicos nao estao
isentos de complicacbes decorrentes de fixacdo Ossea. Estes materiais deveriam
ser removidos apdés a consolidacdo Ossea, por causa do fenbmeno de
remodelagdo 0ssea adaptativa, ou “stress-shielding”, e por poderem provocar dor
devido a sua localizacdo subcutdnea (ENGH et al, 1992; VIEIRA, GUEDES &

MARQUES, 20009).

E fato bem conhecido que a remodelagdo 6ssea ocorre sobre estresse pela
lei de Wolff. Porém na presenca de fixacao rigida, através de implante metalico,
este absorveria a maioria da tensado, ficando pequena parcela para o 0sso.
Simultaneamente a tais fatos, pode ocorrer osteoporose abaixo do implante, com
diminui¢cdo da resisténcia 6ssea, liberacdo de ions metalicos dos dispositivos de
fixagdo, reacao do tipo corpo estranho e migragao tardia dos parafusos metalicos
(BOSTMAN et al, 1987, 1989; HIRVENSALO, 1990). A literatura mostra que a
degradacao dos parafusos biodegradaveis, especialmente os de poli-acido-lactico,
ocorre dentro do organismo por hidrélise, sendo o tempo estimado entre 60 e 100
dias, o que poderia ser suficiente para fixar fraturas em ossos esponjosos até que
o processo de consolidacdao se torne efetivo. Para o PCL a estimativa de
biodegradabilidade no organismo esta entre 12 e 18 meses (HOLLINGER &
BATTISTONE, 1986; KIM, KNOWLES &KIM, 2004; FUNABASHI, NINOMIYA &

KUNIOKA, 20009).
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Nas duas ultimas décadas, o interesse pelo desenvolvimento de dispositivos
de fixacao totalmente degradaveis com propriedades semelhantes as do osso tem
aumentado significativamente. Neste sentido, varios estudos experimentais com
implantes biodegradaveis para fixagao de fraturas, em cirurgia ortopédica, tém sido
publicados nos ultimos anos e demonstram a efetividade de tais materiais quando
comparados aos implantes metalicos (VAINIONPPA et al, 1986; VASENIUS et al,
1989; BOSTAMN, et al, 1987; BUCHOLS, HENRY & HENLEY, 1994; JACOBSEN,

DE LICHTENBERG & JENSEN, 1997; MICHELSON, 1995, MULLER, et al, 1979).

Também ¢é fato conhecido que o procedimento cirurgico para implante de
um biomaterial envolve um elevado risco associado a infeccdo devido a
microorganismos gram negativos nao fermentadores (Pseudomonas aeruginosa;
Acinetobacter spp.; Stenotrophomonas maltophilia); bactérias gram positivas
(stafilococos coagulase negativo; Enterococcus spp.; estreptoco do grupo B), e
fungos (Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis); normalmente
associados a pacientes com antibioticoterapia prolongada. Por isso, este trabalho
aborda também a obtencdo de uma matriz de PCL contendo o antibidtico
vancomicina (CIAPETTI et al, 2003; DE ALMEIDA et al, 2003; DE ALMEIDA & DE

QUEIROZ, 2004).

2.5. BIOCOMPATIBILIDADE E AVALIAGAO PRE-CLINICA

A avaliagao bioldgica, ou biocompatibilidade, de biomateriais e dispositivos
médicos é realizada por meio de ensaios efetuados de acordo com normas
internacionais designadas mundialmente como “guidelines”. As normas sao

publicagdes técnicas internacionais de protocolos e métodos, in vitro e in vivo,
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desenvolvidos e padronizados a partir de um consenso envolvendo revisdes
literarias, pesquisas cientificas, entre outros. A adocdo dessas normas na
pesquisa pré-clinica e de biocompatibilidade visa praticas mais consistentes,
eficazes e eficientes, assim como aprimoram e uniformizam a avaliacdo de
eficacia e segurangca dos produtos para a saude, e possibilitam um melhor
gerenciamento do risco destes produtos pelas agéncias reguladoras. A
Organizacdo de Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD), e a
International Organization for Standardization (ISO) tém desenvolvido as normas
para estes testes e ensaios, assim como outras farmacopéias especificas tal
como da Sociedade Americana para Testes e Materiais (ASTM) (ASTM, 2010;

ISO, 2010; OECD, 2010).

Uma vez que esses dispositivos sao utilizados para diagndsticos, cirurgias
e terapias em infec¢des, tumores, acidentes, ou ainda, malformacédo congénita,
eles ndo devem provocar reagdes toxicas e carcinogénicas, € nem reacgdes
inflamatdrias locais. A interacdo com um ambiente fisiolégico deve ocorrer de
forma que o material ndo afete significativamente o corpo, e nem o ambiente do

corpo afete de modo adverso o material.

Uma diretriz geral e compreensiva dos testes de biocompatibilidade de
materiais para aplicagdes biomédicas é dado pela International Organization for
Standardisation 1ISO — 10993 que contém atualmente 20 partes atualizadas até
2010, e engloba as diretrizes desde a caracterizacdo de cada material ou
dispositivo médico, até selecdo adequada de ensaios necessarios e requisitos

técnicos especificos para cada ensaio de biocompatibilidade (ISSO 10.993, 2010).

Essa avaliacdo da biocompatibilidade é realizada através de um conjunto
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de testes, in vitro e in vivo, que sejam complementares, de maneira a oferecer um
resultado com os mais criteriosos niveis cientificos e de informagéo, e que sejam
validados e reconhecidos pelos meios cientificos e pelos 6érgéos

regulamentadores para utilizagao nas areas de aplicagao médicas.

2.5.1. Ensaios in vitro

No intento de se refinar e diminuir a utilizagdo de animais de laboratério na
pesquisa biomédica iniciou-se na década de 80 o desenvolvimento de modelos
experimentais in vitro para a avaliacao de eficacia e seguranga de produtos. Estes
modelos foram utilizados com sucesso para a demonstragdo de mecanismos de
acdes especificos, mostrando-se Uuteis e preditivos no que se referem aos
sistemas bioldgicos realizados em microorganismos, células, tecidos e 6rgaos,
animais ou humanos. Assim, vém sendo desenvolvidos, validados e integrados

nas diretivas internacionais tais como a ISO e OECD.

Assim, o uso de métodos in vitro diminui a extensdo dos testes em animais,
além de reduzir significativamente a quantidade de tempo necessaria e o custo
dos materiais testados (FRAZIER & GOLDBERG, 1990). Em muitos casos, uma
investigacao apropriada in vitro pode ser usada para a triagem prospectiva dos
biomateriais, antes dos procedimentos em animais. Um exemplo disto € a Parte 4
da ISO 10993, que se refere a hemocompatibilidade de materiais biomédicos.
Nesta ISO, a aplicacao de diferentes métodos in vitro é sugerida para a estimativa
da hemocompatibilidade. Esta abordagem reflete os numerosos esforgos que tém
sido desenvolvidos para a padronizagdo de métodos in vitro e a oportunidade de

se empreender pesquisas comparativas empregando métodos in vitro, in vivo ou
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ex vivo, que permitem uma predicdo geral do desempenho clinico dos materiais

(DAWIDS, 1993; SCHMIDT, 1994; ISO 10.993, 2010)).

Dentre os métodos de bioensaios, os primeiros a serem realizados para
predizer a compatibilidade da substancia aos varios tecidos sdo os ensaios de
toxicidade celular. Os testes in vitro de cultura celular estimam a toxicidade da
substancia em relacdo a células especificas, e originam dados qualitativos e
quantitativos de efeitos precisos. Estes resultados permitem identificar se ha
efeitos sobre a proliferacdo de células animais, as quais sao colocadas em
contato direto ou indireto com o material. A estimativa da citotoxicidade é parte da
avaliagao inicial da biocompatibilidade representada pela Parte 5 da norma. Os
procedimentos para esta finalidade sao descritos em varias padronizacdes
internacionais e continuam sob investigacao intensa gerando um enorme numero
de publicacbes na area. As normativas acompanham esta evolucdo com a
atualizagcdo periddica das normas e suas partes especificas. No caso de
citotoxicidade a primeira versao publicada data de 1993 e a ultima atualizacao foi

realizada em 2009. (DIDISHEIM et al, 1984, a, b; ISO 10.993, 2010),

E digno de nota ser possivel distinguir entre os testes in vitro de
biocompatibilidade geral, e os especificos. O primeiro € desenvolvido usando
linhagens celulares bem estabelecidas que possam ser facilmente cultivadas por
varias passagens, por exemplo, fibroblastos (ex. BALB 3T3 clone 31, L929
fibroblastos de rato, CHO-K1 fibroblastos de hamster), e os resultados podem ser
usados como uma primeira triagem de materiais. Para se obter informag¢des mais
especificas na compatibilidade de um biomaterial, linhagens celulares primarias,

que sejam derivadas do tipo de tecido no qual o material, podem ser usadas. Um
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exemplo de tais investigagcdes € o uso de osteoblastos para testar a toxicidade de
biomateriais provaveis de contactar o osso. Os resultados sao mais apropriados e
permitem um melhor prognéstico do desempenho in vivo do material pesquisado.
Deve ser levado em conta que esses materiais biocompativeis podem, também,
ser bioativos, processo este que pode resultar na estimulacdo de parametros

bioldgicos, tais como o crescimento celular (ISO 7405, 2008; ISO 10.993, 2010).

Dessa forma, na pesquisa de biomateriais e na engenharia de tecidos, os
ensaios in vitro estdo sendo amplamente utilizados no desenvolvimento de
processos tais como implantes, arcabougos (“scaffolds”) associados a culturas de

células-tronco, e sistemas de liberagao controlada de drogas.

25.1.1. Mecanismo geral de acgao in vitro

Substancias toxicas podem induzir os seguintes efeitos nas células: dano
na membrana, enfraquecimento na atividade metabdlica, e dano no material
genético (genotoxicidade). Na maioria dos casos, entretanto, ha um efeito
sinergistico entre todos esses processos. Dano na membrana celular surge
quando alguma substancia toxica perturba a estrutura das membranas bioldgicas,
por exemplo, pelo aumento da permeabilidade, mudando assim os processos de
transporte de agua, ions e metabdlitos. Estes eventos pode finalmente levar a lise
celular, i.e., morte celular. Componentes de biomateriais que podem ser tdxicos
incluem compostos similes a surfactantes, monémeros residuais e plastificantes
(TANZI et al, 1994). Danos a atividade metabdlica da célula podem ser causados
por substancias reativas, por exemplo, ions de metais pesados, monémeros

residuais ou radicais, que inibem a atividade de enzimas celulares. As influéncias
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toxicas exercida por estas substédncias podem levar a um decréscimo na
producao de energia e sintese protéica, resultando em mudangas no transporte
ativo via membranas celulares, proliferacao celular reduzida, e finalmente morte

celular (LUGSCHEIDER, 1994).

251.2. Citotoxicidade de Materiais

Métodos in vitro para a avaliacdo da citotoxicidade envolvem o uso de
mudangas que vao desde a morte celular até alteragdes bem sutis de certas
fungdes celulares. Estas mudancas incluem: morte celular, indicado pelo
arredondamento e descolamento das células do substrato, auséncia ou mudancga
na atividade metabdlica, e lise das células; reducado da adesao celular; alteracdes
na morfologia celular e aumento da vacuolizacdo do citoplasma; e proliferagao
celular reduzida. Alguns exemplos de componentes de biomaterial que causam
efeitos citotoxicos sdo: ions livres de metais, por exemplo, Ni* ou Cu2+;
compostos ceramicos, tais como nitreto de aluminio e diboreto de titanio;
plastificantes, por exemplo, ftalato dioctil;, e mondémeros residuais, tais como

metacrilatos (WATAHA, HANKS & CRAIG, 1993).

O teste de toxicidade deve ser desenvolvido com linhagens celulares
estabelecidas, por exemplo, as linhagens celulares de camundongo L929 ou
BALB 3T3 clone 131, ou com células primarias (TANZI et al, 1994) Linhagens
celulares estabelecidas séo particularmente bem adequadas para a finalidade de
triagens, e tém mostrado resultados mais reproduziveis que os ensaios usando

culturas celulares derivadas de tecidos normais (JOHNSON et al, 1985).

Enquanto a perda da integridade da membrana possa ser considerada
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como um evento terminal na vida de uma célula, a diminuicdo da atividade
metabdlica pode apresentar uma indicacdo inicial da morte celular. Um dos
ensaios mais comuns para testar a viabilidade celular € o ensaio de MTT,
desenvolvido por MOSMANN (1983). O ensaio é baseado na clivagem redutiva do
sal tetrazdlio amarelo (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) a um composto formazan purpura pela atividade desidrogenase da
mitocdndria intacta (WILSON, 2000). Consequentemente, esta conversao
somente ocorre nas células vivas. O teste do MTT foi comparado com a
incorporacdo da °H-timidina ou >H-leucina, que mede o DNA ou a sintese
protéica, e foi julgado ser uma técnica util para a triagem preliminar da
citotoxicidade (SGOURAS & DUNCAN, 1990). Por causa da facilidade de seu
desempenho e seu impacto, o teste do MTT tem sido aplicado em muitas outras
investigacbes, tais como nos testes de toxicidade de polimeros, ligas, e
ceramicas. O ponto fraco do ensaio de MTT é que os cristais de formazan sao
insoluveis em agua, impedindo as observagdes espectrofotométricas diretas, e,
portanto, o uso de solventes orgéanicos tais como o dimetilsulféxido (DMSQO) ou
isopropanol, é necessario. Deste modo, um novo sal de tetrazdlio (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium) (MTS), soluvel em agua, foi sintetizado, e demonstrado ter vantagens

significativas (BARLTROP, 1991).

O ensaio com MTS tornou-se um teste padrao para a avaliagdo da
citotoxicidade de biomateriais. O ensaio fundamenta-se no procedimento
originalmente desenvolvido por BOREFREUND & PUERNER (1984) para a

triagem de agentes citotoxicos, em geral, sobre uma monocamada de células, e
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tem sido largamente usado para testar a citotoxicidade de materiais (HIGA et al,

1999; ROGERO et al, 2000; MAIZATO et AL, 2003).

O método é baseado na avaliacdo quantitativa de células viaveis, apés a
exposicao ao agente toxico, pela incubagao com o corante supravital do composto
tetrazdlio MTS e o agente acoplador de elétrons metasulfato de fenazina (PMS).
O MTS é biorreduzido pelas células a um produto formazan que é soluvel no meio
de cultura e entdo efetuada uma analise colorimétrica da coloracdo incorporada. A
quantidade de MTS incorporada pela populacdo de células é diretamente
proporcional ao numero de células viaveis na cultura. O potencial citotoxico da
amostra é avaliado em um intervalo de diluicbes do extrato concentrado do
biomaterial, e a concentragdo que produzir uma redugédo de 50% na absorgao de
MTS é tomado como o parametro de citotoxicidade (BARLTROP et al.,1991;

CORY et al., 1991).

O ensaio de citotoxicidade de biomateriais é efetuado conforme a I1SO
10.993 — parte 5. A linhagem celular recomendada é que seja uma linhagem
celular estabelecida de mamiferos obtida de um repositério reconhecido como o
American Type Culture Collection (ATCC). Para a realizagdo do ensaio, a cultura
de células de ovario de hamster chinés CHO K4 (CHO) é amplamente utilizadas.
As células CHO tém sido apontadas como um sistema biolégico adequado, pois
sdo células que apresentam uma série de caracteristicas vantajosas, em relacéo,
por exemplo, aos linfécitos humanos. As células CHO pertencem a uma linhagem
celular geneticamente estabelecida, e ndo se tornam senescentes com passagem

por muitas geragdes, ao contrario de células primarias (ISO 10.993, 2010).
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2.5.1.3. Genotoxicidade de Materiais

Segundo definicdo da ISO 10.993, Parte 3, a genotoxicidade de
biomateriais € um efeito danoso ao material genético comumente definido como
dano ao material génico induzido pela ligagdo covalente de produtos, que
promove mudanga na estrutura e/ou no numero de genes e cromossomos (ISO

10.993, 2010).

Ha testes in vitro amplamente validados que sao usados para predizer a
genotoxicidade de uma substancia usando varias cepas de bactérias ou células
de mamiferos. Deve ser enfatizado aqui que a maioria dos agentes genotdxicos
gera danos ao material genético em niveis de dose abaixo daqueles que causam
citotoxicidade. Somente em concentragbes muito altas, que resultam numa
desintegracdo nuclear, permite ser observado um efeito citotoxico imediato de
uma substancia (AMES, 1979; HOLDEN, 1982; ROY, 2007; BRAMBILLA et al,

2010).

O teste do micronucleo (MN) é um teste citogenético que utiliza células
expostas a agentes mutagénicos e carcinogénicos e, apos cultivo celular, permite
detectar agentes clastogénicos, aqueles que produzem quebras cromossémicas,
e agentes aneugénicos, aqueles que interferem no fuso mitético, provocando
alteragdes na distribuicdo dos cromossomos durante a divisdo celular. Os
micronucleos sao originarios de fragmentos cromossémicos e/ou cromossomos
inteiros que nao foram incorporados pelos nucleos-filhos na anafase. A indugao
de micronucleos pode ocorrer em qualquer tipo celular, desde que esse passe por

uma divisao celular. A técnica foi desenvolvida inicialmente por SCHMID (1975)
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em ceélulas da medula éssea de camundongos. Atualmente tem sido utilizado para
avaliar novos farmacos (PHELPS, GARRIOT, & HOFFMAN, 2002; GARRIOT,
PHELPS & HOFFMAN, 2002) e a biocompatibilidade de materiais para a area
médica e odontolégica como uma alternativa mais barata em relagao a analise de
aberragdes cromossdmicas (OECD 473, 1997; SINGH, et al 2009; TAVARES et
al, 2009; 1ISO 10.993, 2010). No caso de células imortalizadas, séao utilizadas
principalmente as células de ovario de hamster chinés (CHO) e pulmao (V79 e

CHL) (DEAN & DANFORD, 1984; OCHI-LOHMANN et al, 1996; RIBEIRO, 2003).

2.51.4. Imunotoxicidade de Biomateriais

As interagbes com agentes imunotoxicos podem alterar o balango do
sistema imune, o qual pode resultar em efeitos indesejaveis, tais como
imunossupressao, resultando em alteracbes nos mecanismos de defesa contra

patdogenos e neoplasicos, alergia e auto-imunidade.

O termo “agente imunotdxico” €& utilizado para indicar produtos ou
moléculas biologicas, incluindo subprodutos de sua biodegradagdo, em
determinadas circunstancias. No contexto da ISO 10993 - parte 20, esses
agentes incluem materiais usados na producdo de dispositivos médicos e / ou

produtos quimicos presentes como residuos nesses materiais (ISO 10993, 2010).

Imunotoxicidade pode aparecer de diversas formas, tais como
comprometimento funcional (como a supressdao da fungdo imune),
desenvolvimento de sensibilizagao alérgica, e provocar, direta ou indiretamente,
respostas auto-imunes. No caso da imunotoxicidade ocorrer devido a um efeito

direto do sistema imune, sitios sistémicos ou locais agem com alvo aos agentes, e
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podem resultar no aumento da incidéncia ou severidade de um efeito infeccioso
ou neoplasico. Por exemplo, uma infecgao viral pode tornar-se um linfoma do tipo
B, ou uma exposicdo UV-B pode progredir para um cancer de pele em pacientes
transplantados imunosuprimidos. Imunotoxicidade direta pode deflagrar a
producdo de antigenos que nao estdo diretamente relacionados ao agente
imunotéxico, mas que consequentemente podem estimular uma resposta alérgica
ou auto-imune devido a exacerbacido dessas respostas. Assim, imunotoxicidade
pode resultar de efeitos indiretos. Por exemplo, lupus induzida por hidralizina é
resultado de uma deficiéncia no sistema complemento. Assim, a imunotoxicidade
pode ser resultado da indugdo de um agente ou de uma atividade do sistema
imune modificada indiretamente (LUSTER & ROSENTHAL, 1993; KIMBER &

DEARMAN, 2002; DESCOTES, 2004, 2006)

Em casos alérgicos, por exemplo, o sistema imune responde a compostos
de alto peso molecular e conjugados quimicos com sitio protéico. Os efeitos
clinicos podem ser alergias de trato respiratorio (asma e rinite, por exemplo),
alergias gastrointestinais e dermatites alérgicas de contato. Auto-imunidade pode
ocorrer como resultado de uma alteragao tecidual, fungéo enddcrina ou regulagéo
imune. Disfungdo auto-imune se manifesta pela producdo de anticorpos em
resposta a antigenos préprios ou modificados, ou pela destruigcdo tecidual de
linfécitos T e/ou reagcdo de macrogafos a antigenos enddgenos (EPA, 1996).
Produtos também podem induzir doengas auto-imunes. A ligagdo de materiais
com tecidos ou proteinas séricas pode gerar uma resposta imune contra esses
auto-antigenos modificados e resultar na injuria ou morte celular (ANDERSON &

LANGONE, 1999; HUANG et al, 2010).
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Em funcdo da complexidade do sistema imunolégico, diversos
biomarcadores de toxicidade devem ser avaliados para caracterizacdo do
potencial imunotoxico de uma substancia. As prostaglandinas sdo os principais
mediadores de inflamagao. Seu metabolismo comega com a liberagao de acido
araquidonico por agcao da enzima fosfolipase A2 sobre fosfolipideos provenientes

da membrana celular conforme mostrado na FIG. 1.

O acido araquiddnico € o substrato para agao das cicloxigenases 1 e 2
(COX 1 e COX2) e para a 5-lipoxigenase, formando as prostaglandinas e
tromboxanas pelas primeiras enzimas, e os leucotrienos pela segunda enzima. E
bem estabelecido que a COX1 é uma enzima que participa do metabolismo
fisiolégico celular, responsavel para producdo de muco pelas células gastricas,
pela manutengdo da pressdao sanglinea nos rins e pela proliferacdo de
queratinécitos, por exemplo. Por isso a COX1 é chamada de COX constitutiva. Ja
a COX2 é uma enzima sintetizada em processos inflamatérios, dai chamada de

COXinduzida. Ambas as COXs sintetizam a prostaglandina E2 (PGE2).

Para avaliacdo do potencial imunotéxico, métodos alternativos tém sido
propostos, para avaliagéo e registro de produtos. Um estudo preliminar realizado
por CARFI et al (2006), avaliou o potencial imunotéxico de substancias com
conhecidos efeitos imunotdxicos utilizando um conjunto de testes in vitro. Desta
forma, uma metodologia in vitro, que detecte estas prostaglandinas, € um

importante screening de atividade antiinflamatéria.
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Fosfolipideos

< Fosfolipase A2

Acido Araquiddnico

COX1 e COX2 / \. 5-lipoxigenase

Prostaglandinas e Leucotrienos
Tromboxanas

FIGURA 1- Cascata da produgao de prostaglandina

2.5.1.5. Biodegradagao in vitro

Muitos fatores determinam a taxa de degradagdo dos polimeros
bioreabsorviveis, entre eles: local de implante, solicitagdo mecanica, massa
molar, distribuicdo da massa molar, composicdo quimica e esterioisométrica,
cristalinidade, morfologia, porosidade, rugosidade da superficie, energia livre de
superficie, carga da superficie, pH, presenca de aditivos e outros (LAM et al,
2008). A degradacao in vitro mostra-se como uma boa alternativa de estudo
quando comparados aos estudos in vivo. Os custos sdo menores, 0 processo
pode ser acelerado e as condi¢cdes do ensaio, como temperatura, pH, produtos e
subprodutos de degradagao, podem ser quantificados e monitorados (JOSHY &

MADRAS, 2008).
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Em todos os processos de biodegradagcdo a hidrélise ou degradagéao
hidrolitica € a etapa inicial do processo. Muitos autores tém proposto testes in
vitro para medir a taxa de biodegradagao. Uma das metodologias de degradagao
de polimeros é a mediada por enzimas. Enzimas s&o proteinas que aceleram as
reagdes quimicas e, portanto, sdo conhecidas como catalisadores biolégicos.
Uma das principais caracteristicas das enzimas é aumentar a velocidade de uma
reacdo sem alterar os processos reativos. Assim, durante os estagios
intermediarios da reagdo, a enzima pode permanecer ligada covalentemente ao
substrato que esta sendo transformado, porém, ao final da reacdo a enzima
estara na sua forma original juntamente com os produtos formados. As enzimas
aumentam a velocidade da reacdo sem alterar as propriedades termodinamicas
do sistema com o qual esta interagindo. Portanto, na degradagédo enzimatica as
enzimas sao capazes de quebrar ligagdes especificas da cadeia polimérica
diminuindo a energia de ativagdo, ou seja, enfraquecendo certas ligagdes
quimicas e permitindo que uma menor quantidade de energia seja necessaria

para a reacao (GAN et AL, 1997; KULKARNI et al, 2008).

2.5.2. Ensaios in vivo

Apesar do estabelecimento dos modelos in vitro ser fundamental, a
utilizacdo de animais de laboratorio na avaliagdo da seguranga de produtos, nos
seus mais diversos aspectos, é imprescindivel. Para tanto, todas as regras
basicas de bioterismo e manipulagdo de animais devem, obrigatoriamente, ser
observadas. Recomenda-se que os animais de laboratério utilizados em

experimentagdo sejam manuseados dentro dos preceitos éticos preconizados
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pelos guias internacionais, de forma a contribuirem para o refinamento dos
ensaios e diminuicdo do estresse a que possam ser submetidos durante a
realizacdo de ensaios, com a reducdo do numero de animais utilizados e

complementacao e/ou substituicdo por ensaios in vitro.

Os testes em animais, na avaliacdo de biomateriais e dispositivos médicos,
sao procedimentos inerentes a estimativa da biocompatibilidade, e
frequentemente usados para avaliar a compatibilidade de um novo biomaterial

antes de seu uso clinico.

Esta avaliagdo de seguranga, de acordo com a ISO 10.993 inclui muitas
etapas que nao podem ser preenchidas sem testes em animais, tais como, parte
6 para verificagcao de resultados de implantes, e partes 10 e 11 para verificacédo
de possiveis efeitos téxicos sistémicos e locais (irritabilidade dérmica,
sensibilidade). Entretanto, a ISO, em sua parte 2, preconiza fundamentalmente
todos os requisitos para a manipulacdo e bem estar dos animais a serem

utilizados nos procedimentos experimentais (ISO 10.993, 2010).

2.5.21. Toxicidade

A toxicidade in vivo pode ser avaliada por sinais clinicos e testes
laboratoriais. Para os testes in vivo os periodos de estudo da toxicidade sao:

agudos (1 — 14 dias), subagudos (14 — 28 dias), cronicos (28 — 90 dias).

Para avaliagao de toxicidade deve-se obter o maximo de informacéo com o
menor numero de animais. Para tanto sdo utilizado estudos combinados que

permitem uma avaliacao critica e pormenorizada dos resultados pré-clinicos. Sao
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analisados testes laboratoriais modernos de hematologia/ bioquimica sérica e
urinalise, de acordo com a necessidade, avaliagao de tecidos e 6rgaos, alteragbes
macroscopicas e microscoépicas, analise histopatoldgica, quantitativa ou semi-
quantitativa, e qualificacdo de reacao inflamatéria. Toda mortalidade deve ser
registrada, e o inicio, duragdo e reversibilidade dos sinais toxicos devem ser
registrados. Sao avaliados diariamente sinais de toxicidade (inicio, grau e
duracgéo), elevagao da temperatura corporal, avaliagdo de pele e pélos, olhos,
membranas mucosas, sistemas respiratérios, circulatério, autondmico e sistema
nervoso central, atividade somato-motora e comportamental. (OECD, 2010; I1SO,

2010).

Os estudos de toxicidade sistémica aguda podem fornecer informagdes
preliminares sobre érgaos alvos de toxicidade e séo uteis também para definir as
doses a serem utilizadas nos estudos subsequentes de toxicidade de doses
repetidas. Esses estudos também fornecem dados e informacdes sobre possiveis
efeitos esperados em casos de dose excessiva (DORATO & BUCKLEY, 1998).
Segundo o guia Single Dose Acute Toxicity Testing for Pharmaceuticals (OECD,
2010), os estudos de toxicidade aguda sdo aqueles utilizados para avaliar a
toxicidade produzida por uma unica dose ou mais de uma dose administradas

durante um periodo n&o superior a 24 horas.

O guia também recomenda que os animais utilizados sejam observados
por sete dias apds a administragdo da droga. Mortes, alterag¢des clinicas, laténcia,
duracdo e reversibilidade de sinais e sintomas de toxicidade devem ser

registrados. Todos o0s animais encontrados mortos, ou sacrificados por estarem
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moribundos ou ao final do periodo de observacdo devem ser necropsiados com

exame macroscopico das visceras.

2.5.2.2. Implantes

Em relagdo aos implantes, a resposta biolégica s6 pode ser avaliada em
condicbdes in vivo, de acordo com as normas internacionais de utilizacdo e
experimentacdo animais. Apresenta resultados que podem ser extrapolados para
a seguranga em uso clinico humano, particularmente aqueles relacionados aos
processos de restauragao e regeneracdo na engenharia de tecidos relacionados
as cirurgias ortopédicas e cardiovasculares. Os animais comumente utilizados s&o
ratos e/ou coelhos, adultos. Entretanto, atualmente, modelos animais de porte
meédio, tais como suinos e caprinos, também vém sendo bastante utilizados na

avaliacao de dispositivos médicos, especialmente os de aplicacédo cardiovascular.

Os implantes sao realizados por meio de cirurgias nas regides de estudo.
Para a engenharia de tecidos sao utilizadas as regides da tibia ou femur, nas
quais sao realizadas cavidades de aproximadamente 3mm de extensao
longitudinal e 2mm de extensao transversal, somente nas regides cortical 6ssea
anterior e espago medular, sem qualquer envolvimento cortical medial (ISO

10.993 — Parte 6, 2004; YU, VANDEVORD & MAQO, et al, 2009).
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3. OBJETIVOS

Obtencdo de matrizes de poli (e-caprolactona) (PCL) pura e dos
compositos  poli  (e-caprolactona):hidroxiapatita (PCL/HA) e poli (e-
caprolactona):hidroxiapatita incorporado ao antibiético vancomicina
(PCL/HA/VC);

Realizar caracterizagbes biolégicas das matrizes por meio de ensaios in

Vivo e in vitro segundo a norma internacional ISO 10.993;

Realizar ensaios de biocompatibilidade in vitro de citotoxicidade,
genotoxicidade, imunotoxicidade e hemocompatibilidade das matrizes do
composito PCL/HA,;

Realizar ensaios de biocompatibilidade in vivo de irritacdo dérmica e
toxicidade sistémica das matrizes do compédsito PCL/HA,;

Realizar ensaios de atividade antimicrobiana da matriz do compadsito
PCL/HA/VC;

Obter protétipos de dispositivos implantaveis;

Realizar ensaios pré-clinicos de biodegradagao in vitro;

Realizar ensaios pré-clinicos de implantes in vivo em tibias de coelhos para

verificacdo da osteointegracao.
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4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo foi uma parceria entre o Grupo de Biocompatibilidade do

Centro de Biotecnologia do IPEN/CNEN — SP e o do Grupo de Desenvolvimento

de Estruturas Nanomeétricas e Materiais Biocompativeis da Universidade Federal

de Itajubd — GDENB / UNIFEI, sob coordenacao e co-orientacdo do Prof. Dr.

Alvaro Antonio Alencar de Queiroz.

O delineamento experimental do estudo se deu conforme as etapas

mostradas no fluxograma da FIG. 2

Fase 1l

¢ Polimerizacdo do monomero

e Obtencdo da
matriz de PCL e
dos compésitos

Sintese e

Caracterizagao

Fase 2

* Ensaios de
biocompatibilidade
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* Ensaios de
biocompatibilidade

“\\/n vivo )
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Sy’ i / Fase 3
Avaliacio Obten‘gc}o de /
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\ Pre-clinica implantaveis /
\\ /" «0btencio de pinos e
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* Biodegradacdoin vitro
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FIGURA 2. Fluxograma representativo do delineamento experimental
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4.2. FASE 1 - SINTESE E CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

4.2.1. Obtencao das matrizes de PCL

As matrizes baseadas no polimero poli (e-caprolactona) (PCL) foram
sintetizadas e caracterizadas em seus aspectos fisicos e quimicos pelo Prof. Dr.

Alvaro Antonio Alencar de Queiroz no GDENB da UNIFEL.

A sintese foi realizada a partir do mecanismo de polimerizacdo induzida
pelo iodo do mondmero e-caprolactona (e-CL) e as matrizes obtidas foram
caracterizadas por cromatografia de permeacédo em gel (GPC), espectrofotometria
no infravermelho (FTIR), ressonancia magnética nuclear de protons (1H-NMR) e

microscopia eletrénica de varredura (MEV).

As matrizes experimentais selecionadas para este estudo foram obtidas em
po, puras ou como compositos associadas ao biomaterial ceramico hidroxiapatita
reabsorvivel (HA Resorb OSTEOGEN®). A partir do compdésito também foi obtida

uma matriz farmacoldgica associada ao antibiotico vancomicina.

Como controle foi utilizado o polimero policaprolactona comercial (SIGMA-

ALDRICH®).

A TAB. 1 classifica as matrizes de estudo utilizadas neste estudo.
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TABELA 1. Classificacdo das matrizes de poli(e-caprolactona) utilizadas no estudo

Matriz Composicao Forma
poli(e -caprolactona) PCL PG
poli(e -caprolactona):hidroxiapatita PCL/HA PG
poli(e -caprolactona):hidroxiapatita:vancomicina PCL/HA/VC PG

poli(e -caprolactona) comercial Sigma® PCL/SI Pellet

4.2.2. Sintese do compaésito poli(e-caprolactona)/hidroxiapatita (PCL/HA)

Utilizou-se a técnica de polimerizacdo em massa do mondémero ¢-
caprolactona através da polimerizacdo por abertura do anel induzida por iodo a
temperatura ambiente (25 °C). O sistema reacional foi composto por 0,037 mol de
e-CL (Sigma/Aldrich) e 0,0003 mol de I, (ressublimado, Sigma). Apds reacdo o
polimero obtido foi purificado por precipitacdo sucessiva em etanol e tiossulfato de
sédio para remogao do iodo residual. O polimero poli(e-caprolactona) (PCL) obtido
foi seco sob vacuo a temperatura ambiente (298K) até peso constante. O
percentual de conversdo do monémero ¢-CL em PCL foi calculado através da

expressao:

mpolimero obtido

m

«100 = Mect 100

mondmero mg—CL

% Conversao =
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4.2.3. Obtencdo do compésito PCL/HA com o antibidtico vancomicina

(PCL/HA/VC)

O polimero PCL foi dissolvido em acetona de forma a se obter uma solucdo
com concentragcdo 20% m/v. O antibidtico vancomicina (150 mg, cloridrato,
Sigma/Aldrich) foi dissolvido previamente em 0,5 mL de &agua destilada e
deionizada. A solucéo resultante do antibi6tico foi gotejada sobre 4 mL da solugéo
de PCL contendo hidroxiapatita (1400 mg, Osteogen) sob agitacdo constante
(5600 rpm) durante 40s. A suspenséao resultante foi liofilizada e pastilhas foram

preparadas para o estudo da liberacao do antibiético em condic¢des in vitro.

Pastilhas de 200 mg (=10 mm, h=2mm) do composito PCL/HA contendo
vancomicina foram imersas em 10 ml de solucédo tampéao PBS pH 7,4 e mantidas
sob agitacdo (75 rpm) em banho termostatizado de 37 °C, simulando as
condicbes do fluido fisiologico humano. A determinacdo da quantidade de
vancomicina liberada das pastilhas foi realizada retirando um volume do sistema
de liberacdo de 30 em 30 minutos. As aliquotas tomadas permitiram determinar a
guantidade de vancomicina liberada em funcdo do tempo através da
espectroscopia UV a 282 nm. Solucédo tampéao PBS foi adicionado ao sistema de
liberacdo com a finalidade especifica de manter o volume e néo perturbar o

equilibrio do sistema.

4.2.4. Caracterizacao Fisico-Quimica das Matrizes de PCL

As matrizes obtidas foram caracterizadas por cromatografia de permeacao
em gel (GPC), espectrofometria no infravermelho (FTIR), ressonancia magnética

nuclear de prétons (1™"-NMR) e microscopia eletronica de varredura (MEV).
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4.2.4.1. Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

A distribuicdo do peso molecular da matriz PCL/HA foi determinada
utilizando um cromatografo de permeacédo em gel, GPC da Waters modelo 510,
equipado com detector de indice de refracdo série 200. Colunas tipo PL-gel de
103-, 104- e 500-A. Foram usadas para a eluicdo de amostras de 10 mg/mL em
cromatégrafo liquido de alta pressdo (HPLC) com fluxo de cloroférmio de 1
mL/min. Os pesos moleculares ponderal médio (Mw) e numérico médio (Mn)
foram determinados usando a curva de calibragdo com padrédo de poliestireno. O

indice de polidispersividade foi calculado através da razdo Mw/Mn.

4.2.4.2. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais da matriz PCL/HA foram obtidos no
espectrofotometro de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da
Bomen em atmosfera inerte e a temperatura ambiente. Os espectros foram
registrados na regido de 600 a 4000 cm-1 utilizando-se a resolugcdo de 20

scans/min.

4.2.4.3. Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (17-RMN)

A microestrutura do PCL foi caracterizada por ressonancia magnética
nuclear de protons (1H-RMN) utilizando-se um equipamento Bruker 300 MHz em
colaboracdo com o Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros do “Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas’, ICTP/CSIC-

Madri/Espanha. As amostras de PCL na proporcdo de 1 mg.mL-1 foram
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dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCI3) sendo utilizado como referéncia

interna o tetrametil silano (CH3)4Si.

4.2.4.4. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia dos po6s obtidos foi caracterizada por microscopia eletronica
de varredura (MEV). As amostras dos pos foram dispersas em ultra-som e
depositadas no suporte metélico utilizando-se fita dupla face e contato de prata.
ApoOs metalizagdo com ouro, as amostras foram analisadas em um Microscopio

Eletrénico de Varredura (MEV) Philips, modelo XL30.

4.3. FASE 2 — CARACTERIZACAO BIOLOGICA DAS MATRIZES DE PCL

O delineamento experimental do estudo de caracterizacdo bioldgica das
matrizes de PCL foi realizado por meio das diretrizes da norma “ISO 10993 —
Avaliacao de Dispositivos Médicos” (ISO 10.993, 2009). Segundo orientacdes da
norma, para a efetiva avaliagdo da biocompatibilidade a selecdo de ensaios €&
realizada de acordo com a aplicacdo pretendida para o biomaterial em estudo.

Essa selecao é planejada em funcéo de dois requisitos:

Natureza do contato do biomaterial com 0 organismo: superficie (pele, membrana

de mucosa, tecidos intactos ou lesados); comunicag¢do externa (contato direto ou
indireto com vias sanguineas, 0sso, tecido ou dentina); implantaveis (tecido, 0sso,
sangue);

Duracao do contato do biomaterial com 0 organismo: a) limitada — até 24horas; b)

prolongada — de 24 horas a 30 dias; e c) permanente — acima de 30 dias.
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Assim, a TAB. 2 demonstra a aplicacdo pretendida para este estudo e a
natureza do contato com o organismo, e a TAB. 3 sintetiza a selecdo dos ensaios

para o estudo de caracterizacao bioldgica das matrizes de PCL.

Biomaterial: Poli(e-caprolactona) (PCL)
Natureza do contato: Dispositivos implantaveis em tecido ésseo
Duracéo do contato: Acima de 30 dias
Aplicacéo pretendida: Micro-implantes
ESTUDOS ENSAIOS

e Citotoxicidade
4.3.1. Biocompatibilidade in vitro * Genotoxicidade
e Atividade antiinflamatoéria

¢ Hemocompatibilidade

. - o Irritagc@o dérmica primaria
4.3.2. Biocompatibilidade in vivo * ¢ P

e Toxicidade sistémica

4.3.3. Atividade Microbicida e Sensibilidade Antimicrobiana

4.3.1. Biocompatibilidade in vitro

4.3.1.1. Teste de Citotoxicidade

As amostras foram submetidas ao teste de citotoxicidade nos respectivos
extratos. O método utilizado emprega células de linhagem permanente e o

corante vital MTS.
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Uma cultura de CHO-K1 em monocamada foi separada por tripsinizagao. A
suspensao celular foi centrifugada e o precipitado ressuspenso em meio RPMI
1640, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), apos lavagem com PBS estéril.
Uma microplaca de cultura celular de 96 pocos foi preparada a partir da adicéo de
diluicbes crescentes do extrato do biomaterial (50pl/poco, 4 pocos/por diluicdo),
em seguida, a placa foi equilibrada a 37° C numa atmosfera iumida de 5% de
CO2, enquanto se efetuou a tripsinizacdo das células para o ensaio. Em seguida,
pipetou-se 50ul da suspensao celular (~3000 células) nos pocos. O volume total
em cada poco foi de 100pul. Colunas controle de 4 pocos foram preparadas com o
meio sem a colocacéo das células (branco), e apenas meio de cultura, ao inves
de extrato, com as ceélulas (controle negativo=100%). Posteriormente, a
microplaca foi incubada sob atmosfera imida de CO2. Apds 72 h, 20ul de uma
mistura (20:1) de MTS a 0,2% e PMS a 0,09% em PBS foi adicionada aos po¢os
teste e deixou-se incubando por 2 horas. A incorporacdo do corante foi medida
por meio de um leitor de microplacas a 490nm contra o branco. A citotoxicidade
(IC50%) foi estimada pela curva de interpolacdo, como a concentracdo do extrato
do biomaterial resultante da inibicdo de 50% da incorporacdo do MTS,
correlacionando o percentual médio de células viaveis em relagdo a concentracao

dos extratos a partir do grafico.

4.3.1.2. Teste de Genotoxicidade

As amostras foram submetidas ao teste de genotoxicidade com células

CHO, pelo método do micronucleo (OECD 473, 1997).

Células CHO-K1, subclones de células de ovario de hamster Chinés

(Cricetulus griseus), em fase exponencial de crescimento foram mantidas em
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garrafas de cultura contendo meio RPMI 1640 (GIBCO), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (GIBCO), 1% de penicilina e estreptomicina (GIBCO), sob
atmosfera de 5% de CO,, a 37°C. Para a detec¢do dos micronucleos (MN) foi

utilizado o método do bloqueio citocinético proposto por Fenech & Morley (1986).

Foram semeadas aproximadamente 100 células CHO-K1 em placas de
seis po¢cos com 60 mm de diametro (num total de 24 pocos) contendo 3 ml de
meio de cultura (RPMI 1640, GIBCO) acrescido de soro fetal bovino 10%
(CULTILAB) e antibiéticos (penicilina 1% e estreptomicina 1%, GIBCO). As placas

foram mantidas a 37°C a atmosfera de 5% de CO, durante 24 horas.

No dia seguinte foi adicionado o ativador celular S9 (MOLTOX) a metade
das placas por um periodo de 4 horas. O sistema de ativagdo metabdlica S9
utilizado € uma fracdo microssomal, pds-mitocondrial, suplementada com um
cofator, preparada e homogeneizada a partir do figado de roedores tratados com
um agente indutor enzimatico, Aroclor 1254. A fracdo S9 revela se a substancia
teste € mutagénica em sua forma original, ou necessita ser metabolizada e

ativada para se tornar mutagénica.

Em seguida, apds a lavagem do mesmo, foi adicionada em todos 0s poc¢os
a citocalasina B (SIGMA), 3 ug/ml durante 24 h de exposic¢éo, levando ao acumulo

de células binucleadas.

Também foram colocadas as amostras, o controle negativo com meio
RPMI 1640 (GIBCO), e os controles positivos com Mitomicina C (FLUKA);
Ciclofosfamida (FLUKA) e Benzopireno (FLUKA), segundo esquemas de placas e
pocos previamente planejados, e incubados por 24 horas. Ao final deste periodo

as células foram recuperadas, fixadas em metanol/acido acético (3:1), gotejadas
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em laminas de vidro e coradas com a solugédo Giemsa 5% em tampao Sorensen.

Cada poco de cultura correspondeu a preparagdo de laminas em triplicata.

Os micronudcleos foram contados somente em células com citoplasmas
preservados, no mesmo plano focal, apresentando didametro de até 1/3 e com a
mesma coloracdo do nucleo principal. Por lamina foram analisadas 2000 células
binucleadas (CB), contando-se também células mono (CM) e multinucleadas

(CMU) para o célculo do indice de proliferacéo (IP).

NlUmero de CM + (2 x Nimero de CB) + (3 x numero de CMU)
Total do NUmero de Células

IP =

A andlise das laminas foi realizada em microscopio optico CARL ZEISS,
sob aumento de 400 vezes.

4.3.1.3. Teste de Imunotoxicidade

O ensaio para deteccao da atividade anti-inflamatéria in vitro foi baseado
em um modelo imunoenzimatico baseado na competicdo entre PGE,-livre e
PGE,-fixada a peroxidase por meio de sitios de ligacdo no anticorpo especifico

para PGE;, conforme esquema representado pela FIG. 3.
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FIGURA 3 — Adaptado do esquema de ligacdo dos anti-corpos e antigenos System
RPN222 ® (AMERSHAM).
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Para a realizacdo do ensaio utilizou-se o kit Prostaglandin E2 Biotrak
Enzymeimmunoassay (EIA) System RPN222 ® (AMERSHAM). A partir de 100pL
do padréo estoque (256ng/ml em etanol) foi preparado um padréo concentrado de
320pg/50pL em solugéo de trabalho (REAG1). A partir desse padrao concentrado
foram feitas diluicbes seriadas decrescentes para obtencdo de oito niveis de
padrdes variando entre 2,5 e 320pg/poco (2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 160; e 320pQg).

Os padrdes foram utilizados no periodo de uma hora apds o preparo.

Foram semeadas, em duplicata, 10 células de CHO mantidas em meio de
cultura (RPMI 1640, GIBCO) acrescido de soro fetal bovino 10% (GIBCO), L —
Glutamina (GIBCO) e antibioticos (penicilina 1% e estreptomicina 1%, GIBCO),
em microplacas de 96 pocos no volume de 100 pL/poco. As placas foram

mantidas a 37°C a atmosfera de 5% de CO, durante 24 horas.

Apoés esse periodo foram adicionadas 100uL das substancias testes pelo
periodo de 24 horas, e os estimulos celulares foram adicionados aos controles e
solucdes-teste por um periodo de 90 minutos, segundo esquema de placas
previamente planejado. Posteriormente ao periodo de incubacdo foi realizada
lavagem com PBS, adicionado 100uL do REAGL e incubadas em estufa de CO; a
37° C por 10 minutos. Apés este periodo, foi realizada uma avaliacdo
microscopica utilizando o corante “trypan blue” para checar a lise celular. Essa
verificacdo indica que as células rompidas estdo prontas para sua utilizagdo no

protocolo do EIA.

Aliguotas das células rompidas, conforme as duplicatas dos padrées,
controles e testes, foram entdo transferidas e distribuidas no volume de 50

pHL/poco para a placa de ensaio goat anti-mouse Ig. Os pogos da microplaca
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foram preparadas em duplicata para as amostras de: branco, contendo 150uL de
substrato enzimatico; ligagdo nao especifica (“NSB”) contendo 50uL de reagente
de lise 1 (REAG1), 50uL de reagente de lise 2 (REAG2) e 50uL do conjugado
diluido; padrées contendo 50uL do padréo, 50uL do anticorpo diluido e 50uL do
conjugado diluido; e as amostras contendo 50uL da suspenséao celular, 50uL do

anticorpo diluido e 50uL do conjugado diluido.

Neste protocolo de analise o reagente de lise 1 (REAG1) hidrolisa a
membrana celular para liberacdo de prostranglandina E; (PGE,) intracelular. O
reagente de lise 2 (REAG2) sequestra o componente chave do REAG1 permitindo

gue a prostranglandina E; esteja livre para a analise.

As placas entdo foram incubadas em temperatura ambiente (20-25°C) por
1 hora em um agitador. Apos esse periodo todos os pocos foram lavados 4 vezes
com a solucéo de lavagem garantindo que qualquer residuo de tampéo tenha sido
removido. Imediatamente foi entdo adicionado 150uL do substrato enzimatico, e a
placa foi novamente incubada em temperatura ambiente por 30 minutos, no
agitador. A medida foi realizada espectrofotometricamente por meio de um leitor
de microplacas a 450 nm. Para esta determinacao foi adicionado 100uL de &cido

sulfurico 1M, conforme protocolo do kit.

Os resultados do ensaio permitem calcular a densidade ¢ptica (DO) em
cada duplicata, por poco e o percentual de ligacdo (%B/Bo) para cada padrdo e

amostra segundo o calculo:

%B/By = (padroes ou amostras OD — NSB OD) x 100
(padrdo 0 OD — NSB OD)

A curva padrdo é gerada pela interpolacdo entre o %B/B, como uma

funcao do log da concentragéo de prostaglandina E2.
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4.3.1.4. Teste de Hemocompatibilidade

Nesse ensaio foi avaliada a hemocompatibilidade das amostras de PCL/HA
comparadas a PCL Sigma® (PCL/SI), quando em contato direto com sangue
bovino. O ensaio foi realizado em triplicata e 0s grupos experimentais foram
divididos da seguinte forma: PCL/HA em pastilhas de 200 mg em 5 ml de sangue
bovino; PCL/SI em “pellets” comerciais de 200 mg em 5 ml de sangue bovino; e
controle negativo com apenas 5 ml sangue bovino total. Como valor de referéncia
foram usados os valores obtidos no controle negativo como padrdo de

normalidade, onde o sangue entrou em contato apenas com os anticoagulantes.

O ensaio foi conduzido dentro das especificagcdes da norma ISO 10.993
gue estabelece a selecdo de testes para interagcbes com o sangue. De acordo
com a norma, os dispositivos implantaveis que apresentam contato direto com o
sangue por periodos superiores a 30 dias e/ou definitivos devem ser testados em
relacdo a sua trombogenicidade, adeséo plaquetéaria, hemolise e coagulacao (ISO
10993-4, 2006). Assim, devido ao enquadramento do dispositivo pretendido como
produto final, esses parametros foram selecionados para obtencdo da

hemocompatibilidade da matéria-prima em analise.

Foi coletado sangue venoso proveniente de bovino saudavel, em tubo
estéril contendo EDTA e citrato de sodio a 3,2%, através do sistema de coleta a
vacuo (Vacutainer® — BD). Imediatamente ap0s a coleta o sangue foi levado para
o0 laboratério para inicio imediato dos procedimentos. Os animais foram
provenientes da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMVZ-USP), de acordo com

0s principios de experimentacdo animal e comité de ética.
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Optou-se pelo modelo de ensaio dindmico que simulou a utilizacao
intermitente do dispositivo com proximidade maxima possivel das condi¢cdes
clinicas de uso. O periodo de ensaio e exposi¢cao das amostras ao sangue foi de
2 horas. A metodologia envolveu 0 uso de um sistema dinamico in vitro onde o
sangue foi mantido em banho maria com sistema de agitacdo Dubnoff (Quimis®)
a temperatura de 37° C e movimentagcdo horizontal de 80 rocks/min. Apés a

exposi¢cao das amostras nos modelos dinadmicos foram realizadas as avaliacoes.

O tempo de coagulacéo foi obtido por kit (TP CLOT- Bios Diagnostica) que
mede o0 tempo de pro-trombina. O tempo de pro-trombina (TP) é a prova de
escolha para a investigacdo do sistema extrinseco da coagulacdo sangiinea,
permitindo revelar deficiéncias nos fatores que tomam parte neste sistema. O
extrato de tecido (tromboplastina extrinseca), ao lado dos fatores II, V, VIl e X, na
presenca de ions célcio, agem sobre a pro-trombina para formar a trombina, que,
por sua vez conduz a formacédo do coagulo de fibrina. O TP foi observado no
plasma obtido de cada amostra de sangue coletado durante 0s ensaios
centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos. Foi usado como anticogulante o
citrato de sédio tamponado na concentracdo de 3,8%, na proporcdo sangue:
anticoagulante de 9:1. No momento do teste foram incubados a 37°C, o plasma e
0 reagente Tromboplastina Célcica, na propor¢cdo de 100ul Plasma: 200ul
Reagente, e acionado o crondmetro imediatamente. No momento da formacéo do

coagulo, o crondmetro foi parado e o tempo medido em segundos.

A avaliacdo da adesdo plaquetaria e trombogenicidade tem por objetivo
identificar e verificar o0 comportamento das plaquetas na amostra de plasma ou
sangue em contato com superficie do material analisado e, identificar a possivel

formacéo de trombos. ApoOs a exposicao foi realizada lavagem com solucéo salina
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0,9% ao mesmo tempo em que o sangue foi retirado até que o liquido torne-se
suficientemente transparente e incolor. As amostras foram fixadas por
glutaraldeido 2,5%. Apdés o esgotamento do glutaraldeido, as amostras foram
desidratadas a exposicdo das seguintes solucdes: etanol 50%, mantido por 5
minutos, em seguida etanol 75%, mantido por 10 minutos e retirado, e finalmente
introduzido etanol 95%, mantido por 15 minutos e retirado. Apos a finalizacdo do
processo de desidratacao, todas as amostras foram armazenadas em dessecador
conectado a uma bomba de vacuo por 24 horas. As amostras foram identificadas
e mantidas em um dessecador em ambiente de vacuo e submetidas a
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) para a observacédo da presenca de

plaquetas e trombos.

4.3.2. Biocompatibilidade in vivo

4.3.2.1. Irritacdo Dérmica Primaria

O presente método visa a avaliacdo do potencial de Irritacdo Cutanea
Primaria, apdés uma Unica aplicacdo, da substancia a ser ensaiada. Os testes de

irritacdo dérmica foram realizados de acordo com 0 método de Draize modificado.

Foram utilizados 2 (dois) coelhos, Nova Zelandia albinos, fémeas, jovens e
de peso corpéreo de 2 Kg a 3 Kg, provenientes do Biotério Central do Instituto
Butantan. Os animais foram alojados em gaiolas individuais devidamente
acondicionadas em estantes ventiladas especificas a uma temperatura variavel de
20°C a 22°C com umidade relativa entre 30% e 70% e ciclo claro-escuro de 12
horas por iluminacdo natural, durante todo o periodo do ensaio. O peso corpéreo

dos animais foi registrado no inicio e no final do ensaio. Todos os animais foram
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usados conforme as normas e guias baseadas na FELASA — Federation Of
European Laboratory Animal Science Associations. O ensaio teve duragédo 7 dias
e todos os experimentos foram realizados nos laboratérios no Biotério do Centro

de Biotecnologia (CB) do IPEN.

Foram utilizados materiais cirtrgicos (tesouras, pincas, aparelho de
tricotomia e laminas); EPIs (avental, luvas, toucas e pro-pés); gazes estéril; fitas
adesivas hipo-alergénico; béqueres; balanca analitica, solugcdo isotdnica de
cloreto de sddio esterilizada, agua destilada esterilizada, aménia 1% e as
solucdes-teste constituidas pelas amostras de PCL/HA, PCL/HA/VC, PCL/SI e

controle salina 0,9%.

Para a aplicacdo das amostras, todas tinham uma éarea de 250 mm?
(lamina) e/ou 20mg (po6) e foram previamente umedecidas, a saturacdo, com
solucdo fisiologica estéril. Os animais foram segurados delicadamente, até que se
acalmassem, para dar inicio as aplicacdes. As amostras e 0s controles foram
aplicados em pequenos pedacos de gazes estéreis e em seguida, através de
massagens leves, colocados sobre as areas tricotomizadas em posicéao de “X”, ou
seja, uma amostra na area superior esquerda e inferior direita, e os controles nas
outras duas. Apés a aplicacdo das amostras, cobriu-se cada uma das 4 (quatro)
areas tricotomizadas com gaze estéril de aproximadamente 300 mmz, fixadas aos
pélos do animal com por fitas adesivas hipo-alergénicas, formando o “patch
oclusivo”. A aplicagao permaneceu no dorso do animal por 1 hora e as avaliacfes
foram realizadas a partir da retirada das amostras nesta primeira hora até o 7° dia

apo6s a exposicao.
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4.3.2.2. Toxicidade Sistémica Aguda

Foram utilizados 24 (vinte e quatro) ratos, Wistar, machos, pesando entre
280 e 350qg, provenientes do Biotério Central do IPEN. Os animais foram alojados
em 5-6 animais gaiolas devidamente acondicionadas em estantes ventiladas
especificas a uma temperatura variavel de 20°C a 22°C com umidade relativa
entre 30% e 70% e ciclo claro-escuro de 12 horas por iluminagdo natural, durante
todo o periodo do ensaio. Todos os animais foram usados conforme as normas e
guias baseadas na FELASA — Federation Of European Laboratory Animal Science

Associations.

A administragéo dos extratos foi feita por via sub-cutanea. O ensaio teve
duracéo 7 dias e todos os experimentos foram realizados nos laboratorios no
Biotério do Centro de Biotecnologia (CB) do IPEN. Os materiais cirargicos

utilizados foram os mesmos listados para os procedimentos de Irritacdo Dérmica.

Os animais foram distribuidos em 10 grupos experimentais, conforme se
segue: Grupo Controle — Salina 0,9%; Grupo | — PCL/HA 50 mg/kg; Grupo Il —
PCL/HA 500 mg/kg; Grupo Ill — PCL/HA 2000 mg/kg; Grupo IV — PCL/HA/NC
50mg/kg; Grupo V — PCL/HA/NVC 500mg/kg; Grupo VI — PCL/HA/VC 2000mg/kg;
Grupo VIl — PCL/HA/SI — 50mg/kg; Grupo VIII — PCL/HA/SI — 500mg/kg; Grupo IX

— PCL/HA/SI — 2000mg/kg

4.3.3. Sensibilidade Antimicrobiana

Para o ensaio da atividade antimicrobiana, foram utilizados os seguintes
grupos experimentais: PCL/HA, PCL/HA/VC nas seguintes concentracdes de

vancomicina: 15 pg, 30 ug e 60 pg (referéncia da matriz sintetizada — 1,1 mg de



46
4. Metodologia

vancomicina / 1 g de PCL/HA). Como controle positivo foram utilizados discos

para antibiograma contendo vancomicina.

O método de Kirb-Bauer, recomendado pelo “Center For Disease Control”
(EUA) para determinagao de sensibilidade aos antimicrobianos foi recomendado
por fornecer resultados correlacionaveis com as diferentes concentracdes
inibitérias minimas sanguinea e urinaria (BAUER A; KIRB & SHERRIS, 1976).
Para o preparo das placas, foi utilizado o meio padronizado de Muller-Hinton,
fundido e resfriado a 45°C. Foram distribuidas aliquotas de 50 a 45mL em placas
de 150 mm que foram esfriadas sobre superficies planas para formar uma

camada uniforme de meio com 4 mm de altura. O pH foi mantido entre 7,2 -7,4.

Para o preparo do inoculo foram emulsionadas 4 colonias iguais de
Staphylococcus aureus em 5mL de caldo de triptose, incubadas por 4 hs a 37°C e
ajustada a suspensdo para o padrdo 0,5 da escala de Mc Farland: 0,5mL de
BaCl2 a 1% + 99,5 mL H2S04 a 1% que corresponde a 1,5 x 10° microrganismos
por mL. Uma zaragatoa (swab) estéril foi embebida no inéculo e a suspenséo
bacteriana foi espalhada homogeneamente sobre a superficie do meio. ApGs
alguns minutos, foram colocadas as pastilhas das amostras de PCL/HA,

PCL/HA/VC, e o disco de vancomicina para antibiograma.

As amostras foram previamente esterilizadas com raios gama (Ry) na dose de
25 kGy para que fosse excluida qualquer possibilidade de contaminacdo durante
0 preparo das pastilhas. As placas de Petri foram incubadas a 37°C por 24 hs
para posterior leitura dos resultados com base no diametro da zona de inibicdo de
crescimento bacteriano encontrada para cada amostra. O diametro dos halos das

zonas de inibicdo dos testes feitos com S. aureus foram comparados aos
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especificados na tabela padréo (TAB. 4) do disco para antibiograma e

classificados como: sensivel, intermediario ou resistente.

Organismos classificados como resistentes referem-se aqueles que nao sao
inibidos pelas concentragbes sistémicas de um dado antibacteriano quando
administrado nas doses normais. A classificacao sensivel significa que uma dada
infeccdo bacteriana pode ser adequadamente tratada com a dose do agente
antimicrobiano recomendado para aquele tipo de infec¢do e espécies infectantes,
a menos que haja contra-indicacdo. E a classificacdo intermediaria inclui
organismos com valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) semelhantes
aqueles atingidos por antibacterianos no sangue e tecidos cuja avaliacdo de

resposta venha a ser inferior a isolados sensiveis.

Todos os ensaios foram medidos em triplicatas.

TABELA 4. Padréo para interpretagcédo de halos de inibig&o.

Padrao interpretativo (zona de inibicdo em mm)

Microrganismo Antibacteriano — vancomicina (30ug)
***Resistente ** |Intermediaria **sensivel

Staphylococcus - - 215
aureus
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4.4. FASE 3 - OBTENCAO DOS PROTOTIPOS BASEADOS NO PCL

e Pastilhas

Foram confeccionadas pastilhas de PCL nas dimensbes de 2,0 mm de
espessura com 1,0 cm de diametro, prensadas em um molde de aco inoxidavel e

pressao uniaxial equivalente a 7-8 toneladas.

e Pinos Cilindricos

Foram fabricados pinos cilindricos nas dimensdes de 6 mm de
comprimento por 3 mm de diametro. Foi utilizado um molde de aco inoxidavel e
pressao uniaxial equivalente a 70 MPa. Os cilindros obtidos foram retirados dos
moldes com auxilio de uma haste, tendo suas extremidades regularizadas apos

polimento em maquina politriz.
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4.5. FASE 4 — AVALIACAO PRE-CLINICA

4.5.1. Biodegradac&o enzimatica in vitro

Neste experimento foi utilizado um modelo de biodegradacao enzimatica in
vitro realizado com a enzima lipase (Candida rugosa) de 700U/mg fornecida pela
Sigma®. As pastilhas de PCL/HA foram confeccionadas em prensa hidraulica com
aplicacdo de uma forca de 7-8 toneladas a partir de 200 mg do compdsito, e

foram utilizadas em triplicata de acordo com 0s seguintes grupos experimentais:

e Controle — Pastilhas de PCL/HA em solucdo tampéao (PBS), pH 7,4, sem a
presenca de enzima durante os periodos de 96, 192 e 288 horas;
e Teste — Pastilihas de PCL/HA em solucdo tampdo (PBS) mais lipase

(40U/mL) em PBS pH 7,4, durante os periodos de 96, 192 e 288 horas;

Cada amostra, com tamanho de 2,0 mm de espessura x 1,0 cm de diametro
foi colocada em um frasco graduado com 5 ml das solucdes de tampéao fosfato
(PBS 0,05M, pH 7.4) sem enzima, utilizada como controle, e PBS com a enzima
lipase 40U/mL, totalizando uma atividade enzimatica de 200 U por amostra. Foi
adicionada 0,1% de azida de sodio a cada solucdo. Os frascos foram colocados
em incubadora com agitacdo microprocessada (TECNAL®) a uma agitacéo
constante de 50 rpm e temperatura de 36,5°C £ 0,5. As solucdes controle (PBS) e
teste (PBS mais lipase) foram trocadas a cada 24 horas durante o periodo de
avaliacdo. As medidas de pH das solucdes foram feitas a cada 24 horas, e o pH
das solucdes-mae também foi monitorado a fim de garantir a estabilidade destas

solugdes, mesmo sendo mantidas em geladeira a 4°C + 2.
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O delineamento experimental de avaliagéo seguiu 0 seguinte protocolo:

Periodos Grupos Experimentais Testes e Analises
(horas)

_ ¢ pH das solucdes;
96 PBS1le Ilpase 1 ° absorgéo de égua;
determinacéo de perda

massa,

FTIR, DRIFT
DSC

MEV

192 PBS 2 e lipase 2

pH das solugdes;
absorcao de agua;
determinacéo de perda
massa

288 PBS 3 e lipase 3

Apoés os periodos de 96, 192 e 288 horas de exposicédo as solucdes de
PBS e lipase, as amostras foram retiradas dos frascos, examinadas por
gravimetria em balanca analitica, para obtencdo do peso umido e determinacgao
da absorcdo de agua, e mantidas em estufa para secagem por, pelo menos, 48
horas. ApOs esse periodo, as amostras foram novamente analisadas por
gravimetria para a obtencdo do peso seco e determinacdo da perda de massa. Os
grupos de 96h (PBS 1 e lipase 1) e 192h (PBS 2 e lipase 2) foram submetidos as
analises por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por
Transmitancia e Refletancia Difusa (DRIFT) (FTIR — BOMEM MB100) para
identificacdo e caracterizacdo de compostos organicos, inorganicos e polimeéricos,
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), e avaliagdo morfologica da
superficie, por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV — Philips XL 30). As
medidas de pH das solucbes de PBS e lipase das amostras em agitacdo foram
realizadas a cada 24 horas, assim como a determinacdo do pH das solu¢cdes-mae

gue ficaram armazenadas em geladeira a 4 °C £ 2, para controle do experimento.
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4.5.2. Implantes in vivo em tibias de coelho

O ensaio biologico da atividade osteointegradora foi realizado in vivo de
acordo com as normas internacionais para a utilizagdo de animais em pesquisa,
NIH/EUA e, o projeto de lei PL-1153A/95, sobre a utilizagdo de animais em
atividades de ensino, pesquisa e experimentacdo de nosso pais (HARGROVE,

1997).

Neste trabalho foram utilizados coelhos (Oryctolagus cuniculus) fémeas,
adultas, com mais de quatro meses, pesando entre 2,3 e 2,7 kg provenientes de
um criatério especializado na producdo para animais de pesquisa (CRIEX
CUNICULTURA LTDA, Mogi das Cruzes-SP), mantidos em alojamento com
temperatura (18°C a 22°C) e umidade (30 a 40%) controladas. O ciclo de luz foi
de 12h claro/12h escuro. Os animais permaneceram por cinco dias no biotério

para ambientacdo em baias.

Os animais foram acomodados em duas baias, com 3,4 m de comprimento
e 1,5 m de largura cada. Agua e racédo foram oferecidos ad libitum. A altura das
baias era a mesma do teto da sala (2,5 m), com paredes revestidas com tinta
lavavel, canto sanitario e chdo revestido com lajota, com um ralo por baia para
facilitar a limpeza do recinto. Para melhor acomodacédo dos animais foi colocado
ripado de madeira sobre o piso, para permitir escoamento de dejetos e conforto
térmico. Como o espaco entre as ripas era menor que 0,5 cm, 0s animais

conseguiam locomover-se sem dificuldades (FIG. 7).

A utilizacdo de baias por periodos prolongados, além de reduzir o estresse

produzido pelo confinamento e isolamento, promove o comportamento locomotor
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natural dos animais e aumenta a solicitacdo mecanica do tecido 6sseo no

processo de osteointegracao.

FIGURA 7. Alojamento de grupos de 6 animais em baias adequadas ao
comportamento locomotor natural, reducdo do estresse e
potencializacdo da solicitacdo mecanica do tecido O6sseo para o0

processo de osteointegracao.

No dia da cirurgia os animais foram pesados e mantidos em gaiolas
individuais de PEAD (polietileno de alta densidade) com dimensfes 65x55x50 cm
(FIG. 8), até o momento da cirurgia. O jejum pré-operatério foi de duas horas para

evitar estase gastrintestinal (RICH, 2002; BRADLEY, 2004).

FIGURA 8. Alojamento pré-operatorio dos coelhos em gaiolas individuais.
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Foi utilizada atropina 0,044 mg/kg na pré-medicacao para reduzir os efeitos
parassimpaticos produzidos pela xilazina (BRADLEY, 2004). Como profilaxia
contra infecgOes foi utilizada uma dose de penicilina 42000 Ul/kg (Benzetacil ®
1200000 U / 4 MI) (MARSHALL, 2008) pela via IM e para analgesia preemptiva
Maxicam® Ouro Fino Pet 0,2 % ( Meloxicam 0,2mg/kg, via subcutanea) a cada

24 horas, por 48 horas (COOPER, METCALF-PATE & BARAT, 2009).

Para a anestesia foram utilizados na mesma seringa: cloridrato de
ketamina (Cetaminr® 100 mg/mL - Syntec do Brasil Ltda) 15 mg/kg associado ao
cloridrato de xilazina (Calmiun® 20 mg/mL - Unido Quimica Farmacéutica
Nacional/SA) 2 mg/kg. Assim que os animais ficaram sedados, foi realizada a
tricotomia da éarea cirargica (FIG. 9), além de trés areas adicionais (regido
cervical ventral e regido peitoral bilateral) para colocacdo de eletrodos para a

monitoracao da funcao respiratéria e circulatéria (FIG. 10 e 11).

FIGURA 9. Isolamento e preparo da regido cirargica da tibia por tricotomia.
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FIGURA 10. Colocacéo de eletrodos para a monitora¢do da funcao respiratéria e

circulatoria dos animais durante a cirurgia.

FIGURA 11. Eletrodos posicionados na regido cervical ventral e regido peitoral

bilateral para monitoramento das func¢des vitais.

Para a manutencado do plano anestésico foi reaplicada metade da dose dos
anestésicos, aproximadamente uma hora apds sua aplicacdo inicial. Os animais
foram colocados sobre a mesa cirdrgica acolchoada como recomendado pela

literatura em decubito dorsal para exposicdo da regido medial da tibia.

A abordagem cirargica foi realizada pelo lado medial da tibia e para
assepsia utilizou-se iodo povidone 1 % (Asta-Med®). Uma inciséo retilinea, de

aproximadamente 1,5 cm de comprimento, foi feita paralela ao eixo longitudinal da
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tibia, com lamina de bisturi nUmero 15. A fascia muscular foi descolada com

auxilio de uma tesoura de ponta romba e o peridsteo com lamina de bisturi.

A trepanacéo 0ssea foi realizada com uma broca odontoldgica (inicialmente
com a de n. 5 e alargamento do orificio com a de n.7). Utilizou-se motor de baixa
rotacdo e irrigacdo constante com solucdo fisioldgica 0,9% estéril para evitar
necrose do tecido 6sseo. Na tibia direita de cada animal foi realizado apenas o
defeito 6sseo (FIG. 12). Na tibia esquerda foi inserido o pino do compésito
PCL/HA (FIG. 13), encaixado manualmente para evitar folgas entre o compdésito e

o tecido 6sseo.

Para as suturas foi utilizado o fio de nylon 4-0 (Johnson&Johnson). Em
todos os planos foram utilizados pontos em X (FIG. 14). No tecido subcutaneo
também foi feita sutura com finalidade de dar mais estabilidade a ferida cirurgica
principalmente no caso de algum animal retirar os pontos da pele. Terminado o
procedimento, os animais foram colocados em gaiolas individuais, envoltas com

pano para manutencdo da termorregulacéo.
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FIGURA 12. Producao do defeito 6sseo na tibia direita dos animais.

FIGURA 13. Insercédo do proto6tipo do pino implantavel de PCL/HA na tibia esquerda

dos animais.
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(A)

(B)

FIGURA 14. Suturas realizadas com pontos em X no plano muscular (A) e tecido

subcutaneo (B) a fim de dar mais estabilidade a ferida cirargica.
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Imediatamente apOs recuperacdo da anestesia aplicou-se a medicacao
analgésica, e foi oferecido feno como alimento de preferéncia da espécie para
estimular o apetite e evitar o risco de anorexia e estase intestinal neste periodo
provocada por dor ou estresse. Também foi oferecido agua e racdo ad libitum.

Estes cuidados contribuem para uma boa recuperagao.

Os animais permaneceram nas gaiolas individuais utilizadas no periodo
pré-operatério por sete dias e ap0s este periodo voltaram ser alojados nas baias

em grupos de seis animais.

Apbs 30, 60 e 90 dias, quatro animais foram pesados e anestesiados com
dobro da dose da anestesia cirdrgica (cloridrato de ketamina associado ao
cloridrato de xilazina) por via intramuscular (IM) profunda para realizacdo de

exames radioldgicos (FIG. 15).

FIGURA 15. Realizacdo dos exames radiolégicos apés 30, 60 e 90 dias pos-

operatorio.
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Logo apos os exames radiolégicos, foi inserido cateter n. 22 na veia
marginal da orelha e administrado cloridrato de tramadol seguido de tionembutal
para a inducdo de plano anestésico mais profundo e irreversivel evoluindo ao
Obito. Apdés a confirmacdo do Obito, foram retiradas as por¢bes da tibia
correspondentes aos locais dos implantes e dos controles com o fio serra, que a
seguir foram armazenados e identificados em coletores universais para a fixacéo

em formol 20%.

4.5.2.1. Analise Histologica

Para a andlise histologica, os espécimes colhidos foram fixados por mais
24 horas com formol a 20 %. Depois de fixados, 0s 0ssos (controle e implantados)
foram clivados transversalmente a 0,5 cm das éareas de interesse e foram
submetidos a processo de desmineralizagdo acida com acido formico a 10 % por
aproximadamente 72 horas. Apoés desmineralizacdo, os ossos foram lavados com
agua corrente por 6 horas e subsequente foram desidratados com passagens
sucessivas em solucdes de alcool em concentracdes crescentes (70 %, 80 %, 90
% e absoluto), diafanizados em xilol, incluidos em parafina e emblocados. Foram
feitos cortes de 3um de espessura com microtomo e posterior montagem das
laminas corando-as com hematoxilina-eosina como descrito na literatura (FIORIO,

1998). Foram colocadas as laminulas e visualizadas ao microscopio.
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5.1. FASE 1-SINTESE E CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

As FIG. 16 a 23 mostram os resultados da sintese das matrizes de
PCL/HA, assim como as caracterizagbes fisico-quimicas realizadas no

GDENB/UNIFEI.

A FIG. 16 ilustra 0 mecanismo geral da polimerizacdo do mondmero &-CL
induzida pelo iodo. Recentemente, complexos de transferéncia de carga
envolvendo o iodo tem recebido uma atencéo especial da literatura devido ao seu
potencial para aplicagbes em sinteses organicas para a obtencdo de novos
materiais. No caso do monémero ¢-caprolactona (¢-CL) a polimerizacdo parece
ocorrer pela transformacao de um complexo de transferéncia de carga (CT) entre
o lodo e o monémero €-CL. Nossos estudos indicam que o oxigénio carbonilico
apresenta um carater altamente eletrofilico, propicio para a interacdo com o iodo
e formacdo de um CTC altamente estavel e demonstram que a interacdo com o
iodo parece enfraquecer o anel da lactona, o que levaria a formacdo de espécies
(e-CL)" acelerando portanto o processo de propagacdo da reagdo de

polimerizacao.
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FIGURA 16 — Reacéao de polimerizacao por abertura do anel do monémero ¢-CL induzido
pelo iodo para obtencéo do polimero PCL.

A FIG. 17 mostra o percentual de conversdo do monémero e-caprolactona
(e-CL) em poli(e-caprolactona) em funcdo do tempo a temperatura ambiente
(25°C), estudado por 'H-RMN. Neste caso, estudou-se quantitativamente a
conversdo em pequenos intervalos de tempo, de modo a ndo se perturbar o
equilibrio do sistema reacional. A reacdo foi estudada em um capilar em agua
deuterada (D,0O) com a finalidade especifica de se obter dados quantitativos de
conversao do monémero ¢-CL em PCL. A conversdo de monémero em polimero
foi calculada a partir da integracdo das razbes dos protons metilénicos CH>* do
PCL (-O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH,-CO-0-), e 0os mesmos prétons da lactona.
Apbs 2 horas de reacdo observou-se um crescimento monotdnico no processo de
polimerizacdo, indicando que o consumo do mondémero ndo segue uma cinética

de ordem zero. A cinética da reac&o de polimerizagdo do mondmero €-CL parece



62
5. Resultados e Discussao

concordar com a observacdo de que baixas concentracdes de iodo parece

favorecer o mecanismo de formacdo do CTC e consequente abertura do anel da

lactona.

Conversao do mondmero (%)

t 1
0,0 0.5 10 1.5 20 2.5
Tempo (h)

FIGURA 17 — Conversao do monémero em curtos intervalos de tempo reacional.
Temperatura: 25 °C, [e-CL]/[l;]: 20:1 (A), 20:4 (B) e 20:10 (C).

As FIG. 18 e 19 mostram os espectros *H-NMR e FTIR do polimero PCL. Os
deslocamentos quimicos dos prétons (FIG.. 18) e as bandas de absorcdo da
carbonila a 1720 cm™ (FIG. 19) associados ao polimero PCL estdo em boa

concordancia com os valores do polimero comercial (Sigma®).
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FIGURA 18 — Espectro *H-NMR do PCL obtido a baixo porcentual de conversao (2h) em
CDCls.
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FIGURA 19 — Espectro FTIR do polimero PCL: obtido através da polimerizagédo

induzida pelo iodo (A) e amostra comercial Sigma (B).
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A FIG. 20 ilustra a andlise por GPC do PCL produzido neste trabalho através
da polimerizacédo induzida pelo iodo a 25 °C e 70 °C. Observou-se que a
polidispersdo (Mw/M,) aumentou significativamente com a elevacdo da
temperatura indicando que a reacdo de polimerizacdo parece obedecer o

mecanismo “vivo” de propagacao.

M_=27,500 M =45,500
M =65,200
M, /M =17

PCL 70°C
{\ S m— P —
M =28,000 M _=35900
Mz=43,800
M, /M =13 (=-CL)
PCL 25°C
~—— ]
T T T T T Y T ! 1
10 15 20 25 30

Tempo de Eldi¢cao (min)

FIGURA 20 — Andlise por GPC do polimero PCL produzido pelo processo CTC induzido
pelo iodo.
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As FIG. 21 a 23 mostram as micrografias MEV das particulas (p6s) do polimero
PCL e, PCL/Hidroxiapatita obtidos neste trabalho. As particulas do polimero

obtido exibiram estrutura porosa com diametro médio de poros de 5 a 10um.

AccV  Spot Magn
10.0kV 4.0 4000x

(A)

(B)

FIGURA 21 — Micrografia MEV do PCL (p6) obtido neste trabalho.
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FIGURA 22 — Micrografia MEV da hidroxiapatita Osteogen® (A) e do compésito PCL/HA,
obtidos neste trabalho (B).
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FIGURA 23 — Micrografia MEV do compésito PCL/HA, obtido neste trabalho (C).

A macroporosidade presente nas amostras pode indicar caminhos de
acesso para o crescimento do tecido 6sseo, que facilmente penetra pelos poros,
estabelecendo o processo de osteoconducdo. O preenchimento dos poros pelo
novo tecido 6sseo pode promover um forte entrelacamento osso-implante,
conferindo um aumento da resisténcia mecanica do implante. A fracdo de poros
pequenos detectada na amostra e observada nas micrografias, pode contribuir
para o efeito de rugosidade superficial que influencia de maneira positiva na
dindmica de adsorgdo celular e resposta celular osteogénica. Poros com
dimensdes proximas de 5 pm, ainda podem facilitar a difusédo ibnica que ocorre
inicialmente entre a superficie do implante e o plasma sanguineo, estabelecendo

a formacgé&o de cargas que definirdo o tipo de interface formada.
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5.2. FASE 2 - CARACTERIZACAO BIOLOGICA DAS MATRIZES

5.2.1. Ensaios de Biocompatibilidade in vitro
5.2.1.1. Citotoxicidade do PCL/HA

Para estimar a biocompatibilidade inicial do PCL, o ensaio de citotoxicidade
in vitro mostrou-se um importante parametro no processamento das matrizes. A
avaliacdo da viabilidade celular em meio de cultura do primeiro lote da matriz
obtido apresentou um grau de citotoxicidade elevado devido a presenca do iodo
utilizado na primeira sintese. Uma vez que existe uma forte dependéncia quanto
as propriedades do material e do contexto em que € utilizado suas propriedades
mecanicas e fisico-quimicas deixam de ser prioridade se o material causar danos
biologicos celulares ou teciduais em seus sitios de aplicacdo ou implante. Além
disso, o material em seu processo de fabricagcdo ou uso ndo devem, igualmente,
causar danos ao profissional que o manipulara ou ao pessoal auxiliar e de
laboratorio (RATNER et al, 2004; BINYAMIN, SHAFI, & MERY, 2006; ORIFICE,

PEREIRA & MANSUR, 2006; WILLIANS, 2008).

Desta forma foi realizada a sintese de um segundo lote de PCL
controlando-se as taxas de iodo utilizado na polimerizacdo. Foram conduzidos
ensaios iniciais de citotoxicidade em células CHO nos quais foram realizadas
amostras a partir de 100% da concentracdo absoluta dos extratos das amostras.
A FIG. 24 mostra o resultado do teste de citotoxicidade da PCL purificada e néo
purificada em células CHO comparado as curvas do controles negativo (PEAD) e
positivo (Fenol 0,3%). O ensaio celular do realizado em células CHO mostrou que
a PCL nédo purificada apresentou citotoxicidade no extrato diluido a 80%,

concentracdo que matou metade das células viaveis (CTsos%). Em comparagéo, o
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controle positivo apresentou CTsgy Na concentracdo do extrato diluido a 35%.
Assim, uma vez que a PCL purificada ndo apresentou qualquer citotoxicidade, o
resultado obtido com a PCL néao purificada indicou que a citotoxicidade

encontrada era devida ao iodo.

PCL Purificada

20 7 —e— PCL néo purificada
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FIGURA 24 - Teste de citotoxicidade do PCL purificado e ndo purificado em células CHO
comparado as curvas do controles negativo (PEAD) e positivo (Fenol 0,3%).

Na avaliacdo de uma possivel resposta toxicolégica, 0 ensaio de
citotoxicidade prediz a biocompatibilidade do biomaterial em estudo por meio do
contato direto deste, ou de seu extrato, em uma cultura celular de mamiferos.
Quando ocorre o efeito citotdéxico, as membranas celulares sdo danificadas e a
viabilidade celular diminuida. Os resultados obtidos para o PCL purificado

apresentaram um comportamento nao-citotoxico, semelhante ao controle
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negativo, e representam uma indicacdo primaria de que a matriz polimérica
sintetizada, com as taxas de iodo utilizadas na polimerizacdo controladas, esta
adequada e em consonancia com a biocompatibilidade esperada para o PCL
(VERT, 2007; CHANDRA & RUSTGI, 1998; LOTZ et al, 2009; HUANGA, GAOD &

GOUA, 2010).

Na engenharia de tecidos o sucesso de reparacdo depende da presenca
de sinais regulatorios apropriados que promovam um ambiente adequado ao
restabelecimento da fungéo celular — migracéo proliferagcéo e diferenciacao celular
— e consequente na regeneracdo tecidual. Para que as células tenham tempo
suficiente de se proliferar e se diferenciar é necessario que se evite danos
celulares ocasionados pelos efeitos citotoxicos, genotoxicos e imunotoxicos

(REDDI, 1994).

5.2.1.2. Genotoxicidade do PCL/HA

Um agente genotoxico é aquele capaz de causar mutacao, ou seja, altera
parte da estrutura do DNA da célula o que resulta em mudancas permanentes da
funcdo celular (JOHNSON et al, 1998). Na avaliacdo de biomateriais e
dispositivos médicos, a parte 3 da norma ISO 10.993 recomenda a avaliacdo da
genotoxicidade que seja capaz de fornecer informacdes sobre o potencial
mutagénico dos produtos em estudo (ISO 10.993, 2010). O teste do micronucleo
(MN) é um teste citogenético in vitro, complementar ao de citotoxicidade, que
utiliza células de mamiferos cultivadas e expostas a agentes mutagénicos e
carcinogénicos a fim de se comparar e detectar o potencial de inducdo de

mutagdes génicas por parte destes produtos.
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Os microndcleos se constituem em pequenas massas nucleares
delimitadas por membrana e separadas do nudcleo principal. S&o resultantes de
fragmentos cromossOmicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que n&o foram
incluidos no ndcleo principal. O ensaio detecta respostas referentes aos
processos que afetam a divisdo celular e provocam alteragcdes de quebras
cromossOmicas (clastogénicas) ou interferem na mitose celular (aneugénicas).
Devido a impossibilidade de se separar os micronucleos nas células que sofreram
apenas uma divisdo celular é utlizada a citocalasina B, um bloqueador da
citocinese, que resulta no acumulo de células binucleadas mas nao interfere no
processo normal de divisdo celular. A presenca dos micronucleos indicam as
possiveis alteracdes cromossémicas (FENECH & MORLEY, 1985; FENECH,

2000).

Os valores de referéncia de genotoxicidade sao resultantes da
extrapolacdo dos dados obtidos na avaliagdo da citotoxicidade das substancias
testes. Para efeitos ndo-carcinogénicos assume-se gque existe uma dose abaixo
da qual determinado efeito adverso ndo é observado (“not observed adverse efect
level” — NOAEL). Essa dose/concentracdo limite, denominada NOAEL,
corresponde ao valor limite resultante da curva dose-resposta derivada de ensaio
de citotoxicidade (OECD 473, 2007). O NOAEL obtido nos estudos experimentais
de genotoxicidade para o PCL foi determinado a partir de trés doses preé-
selecionadas. Apds os ensaios demonstrarem auséncia de citotoxicidade para o
PCL, a selecdo das trés concentracdes a serem utilizadas para o MN foi
determinada e distanciada por indice calculado a partir da raiz quadrada de 10 a
partir da concentragdo maxima ndao-citotoxica de 100%, obtendo-se entdo as

concentragdes de 31,6% e 10%.
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Os resultados das TAB. 5 mostram o Indice de Proliferacdo Celular (IP).

TABELA 5. indice de Proliferacéo Celular (I.P.) das diversas condicdes de cultura.

Sem ativacgéo celular

Com ativacao celular (S9)

Meio RPMI 1,91 (1,93 /1,90) 1,73 (1,74/1,72)
Mitomicina C 1,20 (1,19/1,21) N&o se aplica
Colchicina 1,67 (1,84 /1,55) N&o se aplica

Ciclofosfamida

N&o se aplica

1,56 (1,71 /1,46)

Benzopireno

N&ao se aplica

1,72 (1,68/1,78)

Teste 100 %

1,82 (1,86 /1,78)

1,76 (1,781 1,75)

Teste 31,6 %

1,85 (1,81 /1,90)

1,66 (1,62 / 1,70)

Teste 10 %

1,90 (1,92 / 1,89)

1,77 (1,82/1,73)

I.P. =Os dados estdo expressos como Total (duplicatal/duplicata2)

| p. = Numerode CM + 2 x Numero de CB + 3 x nimero de CMU)

Total do Numero de Células

I.P.=Indice de proliferacio apos bloqueio da citocinese
CM=células mononucleadas,
CB=células binucleadas

CMU=células multinucleadas
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Os resultados das TAB. 6 mostram a porcentagem de Células Binucleadas

com Micronucleo (% CBMN) e Total de Micronucleos por Células Binucleadas

(MNCB) para as concentragdes de PCL/HA estudadas nos ensaios com e sem

ativacdo metabdlica.

TABELA 6. Resultados obtidos no Teste do Micronucleo para a substancia PCL

Total CB Total MN MNCB % CBMN

Sem ativacao celular
Meio RPMI 2040 (1020/1020) 24 (8/16) 0,012 (0,008/0,016) | 0,98 (0,78/1,18)
Mitomicina C 2040 (1020/1020) 70 (35/35) 0,034 (0,034/0,034) | 3,04 (1,08/0,98)
Colchicina 2040 (1020/1020) 54 (30/24) 0,026 (0,029/0,024) | 2,30 (2,55/2,06)
Teste 10 % 2040 (1020/1020) 23 (16/7) 0,011 (0,016/0,007) | 0,88 (1,08/0,69)
Teste 31,6 % 2040 (1020/1020) 25 (19/6) 0,012 (0,021/0,020) | 1,26 (1,156/0,67)
Teste 100 % 2040 (1020/1020) 28 (21/7) 0,014 (0,021/0,007) | 1,23 (1,86/0,59)

Com ativacgao celular
Meio RPMI 2040 (1020/1020) 6 (5/1) 0,003 (0,005/0,001) | 0,29 (0,49/0,10)
Ciclofosfamida 2040 (1020/1020) 19 (15/4) 0,009 (0,015/0,004) | 0,88 (1,37/0,39)
Benzopireno 2040 (1020/1020) 21 (12/9) 0,010 (0,004/0,012) | 0,93 (1,18/0,69)
Teste 10 % 2040 (1020/1020) 8 (12/6) 0,004 (0,012/0,006) | 0,25 (0,88/0,59)
Teste 31,6 % 2040 (1020/1020) 9 (17/14) 0,004 (0,017/0,014) | 0,30 (1,37/1,37)
Teste 100 % 2040 (1020/1020) 8 (10/6) 0,004 (0,010/0,006) | 0,29 (0,98/0,39)

Os dados estéo expressos como Total (duplicatal/duplicata2).

MN/CB — nimero de micronucleos/células binucleadas %

CBMN — porcentagem de células binucleadas com micronucleos
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Segundo a metodologia proposta, a cultura celular deve ser exposta as
amostras testes na presenca e na auséncia de um sistema de ativacao
metabdlica apropriado. O sistema mais usado é a fracdo pds-mitocondrial co-
fator-suplementada (S9) obtida a partir do figado de roedores tratados com
agentes indutores de enzimas. Este sistema contem uma mistura de diversas
enzimas e € capaz de converter espécies quimicas ndo mutagénicas em
mutagénicas, apds a ativacdo metabdlica. Assim, para ser considerado nédo
genotdéxico, o produto estudado ndo deve induzir alteragbes cromossémicas

mesmo apos o contato com o sistema de ativagcdo metabolica.

Nas trés concentragbes de PCL/HA testadas, tanto o IP quanto o CBMN e
0 MNCB nao diferiram do controle negativo (Meio RPMI 1640) quanto aos
parametros analisados. No ensaio com ativacdo metabdlica por S9 foram
analisados como controles positivos o Benzopireno (BZP) e a Ciclofosfamida, com
propriedades clastogénicas e aneugénicas, respectivamente. NO ensaio sem
ativacdo metabdlica por S9 foram analisados como controles positivos a
Mitomicina C e a Colchicina, com propriedades clastogénicas e aneugénicas,
respectivamente. Para os parametros % CBMN e MNCB os controles positivos
apresentaram-se, aproximadamente, trés vezes maior que o controle negativo
(Meio RPMI 1640). As concentracfes de PCL/HA estudadas ndo diferiram do

controle negativo (Meio RPMI 1640) quanto aos parametros analisados.

Os estudos de genotoxicidade in vitro, para deteccéo de microndcleos, com
e sem ativacdo metabdlica, apresentaram resultados negativos para as
concentragcbes de PCL/HA testadas. Desta forma ndo h& evidéncias de
carcinogenicidade e mutagenicidade in vitro e os dados sugerem que o PCL/HA

nao € um agente genotoxico com caracteristicas aneugénicas ou clastogénicas.
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Estes dados estdo de acordo com os encontrados para a biocompatibilidade e
seguranca de matrizes de PCL, lineares ou nanoestruturadas, como biomaterial
para aplicacbes médicas. (LOTZ et al, 2009; HUANGA, GAOD & GOUA, 2010;

WOODRUFF & HUTMACHER, 2010).

5.2.1.3. Imunotoxicidade do PCL/HA

A maior preocupacdo com relacdo aos possiveis efeitos adversos dos
biomateriais e dispositivos médicos voltou-se, historicamente, principalmente para
0 estudo de seu potencial citotoxico e genotoxico. Contudo, pesquisadores e
orgaos regulamentadores passaram a reconhecer a importancia de eventos
adversos nao-carcinogénicos, tais como os de imunotoxicidade, no perfil de

biocompatibilidade destes produtos (ANDERSON & LANGONE, 1999).

Em 1998, o Centro de Materiais e Saude Radiolégica do FDA publicou uma
diretriz de orientacdo para testes de avaliagdo em imunotoxicidade, cujo objetivo
foi fornecer uma orientacdo sistematica para avaliacdo de efeitos imunologicos
adversos que poderiam ser deflagrados por dispositivos médicos e biomateriais
constitutivos (FDA, 1998). Na avaliacdo da biocompatibilidade de biomateriais e
dispositivos médicos € importante conhecer, e reconhecer, que respostas
imunoldgicas podem apresentar-se como mecanismos bioldgicos téxicos no
processo inflamatério de cicatrizagdo da ferida ou implante. Assim, a ISO 10.993,
também referendou em uma de suas mais recentes publicacdes especificadas na
parte 20 da norma, a avaliacdo da imunotoxicidade em biomateriais.
Imunotoxicidade é todo o efeito adverso na funcdo ou na estrutura do sistema
imune, ou de outros sistemas que ativem este sistema. As reacfes imunotoxicas

incluem hipersensibilidade, inflamacéo cronica, imunossupressao,
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iImunoestimulagcéo e auto-imunidade. A resposta de hipersensibilidade pode ser
classificada em quatro tipos: Tipo | (resposta anafilatica), Tipo Il (citotdxica), tipo Il
(complexo imune), e tipo IV (hipersensibilidade). A hipersensibilidade é sinénimo
de alergia e pode ser considerada como uma rea¢do aumentada a um antigeno
ao qual um ser humano, ou um animal, tenha sido exposto previamente. As
respostas imunotéxicas mais provaveis em biomateriais e dispositivos médicos

baseiam-se nas reacfes anafilaticas e na hipersensibilidade (ISO 10.993, 2010).

O conhecimento dos efeitos adversos decorrentes da interagcdo entre
biomateriais e componentes do sistema imunolégico é o principal foco da
Imunotoxicologia. Estes efeitos indesejados podem resultar da acao direta e/ou
indireta do biomaterial e/ou dispositivo médico, assim como o0s subprodutos
decorrentes dos processos de lixiviagdo ou biodegradacdo, sobre o sistema
imunologico. O resultado da agéo toxica sobre o sistema imunolégico pode levar a
disfuncdo imunoldgica facilitando o aparecimento de doencas auto-imunes e
reacoes de hipersensibilidade, bem como, a susceptibilidade aumentada ao
aparecimento de infec¢cdes oportunistas, e ao desenvolvimento de neoplasias

(DESCOTES et al., 2000; KIMBER & DEARMAN, 2002).

Na TAB. 7 sdo mostrados os valores da curva padrdo da prostaglandina E2

e dos extratos das amostras PCL/HA, PCL/HA/VC, PCL/SI.
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TABELA 7. Resultados obtidos no enzimaimunoensaio para prostaglandina E2 (PGE2)

Média DO 450nM Desvio Padréo Média DO - NSB %B/By
Curva Padrao (pg/poco)
Blank 0,155 0,001
NSB 0,334 0,002
0 1,136 0,006 0,802
2,5 1,066 0,009 0,732 91
5 1,038 0,003 0,704 88
10 0,960 0,005 0,626 78
20 0,840 0,002 0,506 63
40 0,771 0,002 0,437 54
80 0,756 0,002 0,422 53
160 0,722 0,004 0,388 48
320 0,567 0,011 0,232 29

Amostras (pg/poc¢o)

Suspenséo 1,109 0,006 0,775 97
Celular
PEAD 1,118 0,005 0,784 98
Fenol 0,984 0,008 0,650 81
Formaldeido 1,020 0,009 0,686 86
PCL/HA 1,103 0,006 0,769 96
PCL/HA/VC 1,012 0,003 0,678 85
PCL/SI 1,011 0,004 0,677 84

Os dados estao expressos como média (duplicatal/duplicata2).
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Os ensaios foram conduzidos com controle utilizando apenas a suspensao
celular, e os extratos puros 100%, para as trés amostras PCL, PCL/VC, PCL
Comercial (Sigma). Foram utilizados os mesmos controles do ensaio de
citotoxicidade, PEAD (Negativo) e Fenol (Positivo), e também Formaldeido 20%,
agente flogistico amplamente utilizado na inducdo de imunotoxicidade. Os
resultados de indice do percentual de ligacdo (%B/B0) do ensaio foram obtidos
das duplicatas. Todos os resultados mostrados estdo baseados na observacgao de
10.000 células. O estudo de imunotoxicidade in vitro apresentou resultados
negativos corroborando com a auséncia de toxicidade mostrada nos testes de

citotoxicidade e genotoxicidade realizados.

5.2.1.4. Hemocompatibilidade da PCL/HA

As FIG. 25 e 26 representam as fotomicrografias obtidas pela
microsocpia eletrénica de varredura (MEV). A analise das imagens demonstraram
auséncia de adesdo de plaquetas 0 que representa a auséncia de

trombogenicidade causada pelo PCL e compadsitos.
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FIGURA 25. Fotomicrografias de microscopia eletrdnica de varredura das amostras
PCL/SI (A) e PCL/HA (B), ap6s exposicdo ao sangue bovino em modelo

dinamico. Aumento de 500x.

FIGURA 26. Fotomicrografias de microscopia eletrbnica de varredura das amostras
PCL/SI (C) e PCL/HA (D), apds exposi¢do ao sangue bovino em modelo
dindmico. Aumento de 2500x e 3000x.
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A TAB.8 mostra a média do tempo de coagulacdo em funcdo do tempo do
estudo. O tempo de coagulacdo de PCL/HA sofreu alteracdo significativa em
relacdo ao controle negativo (CN) apés 120 minutos. A amostra de PCL/HA teve
tempo de coagulacdo aumentado em relacdo ao controle no mesmo periodo. Do
mesmo modo, houve diferenca entre as amostras PCL/HA e a PCL/SI comercial,
também aos 120 minutos, sendo a amostra de PCL/HA também apresentou

tempo de coagulagdo maior do que a amostra de PCL/SI.

TABELA 8. Tempo de coagulacdo em funcdo do tempo de incubacéo

TO Ap6s 60 min. Ap6s 120 min.

Média (s) D.P. Média (s) D.P. Média (s) D.P.

CN 24,22 1,716 24,22 1,093 23,6% 1,517
PCL/HA 24,22 1,716 25,78 1,302 27,83" 4,07
PCL/SI 24,22 1,716 24,67 1,414 23,5%* 2,38

* p<0,05 Controle (apds 120 minutos) e PCL purificada, **p<0,05 PCL purificada e PCL
comercial, apos 120 minutos; D.P. — Desvio Padréo. Tempo de coagulacdo expresso
em segundos

O tempo de coagulacdo aumentado da amostra de PCL/HA apés 120
minutos (em relacdo ao controle e a PCL/SI) sugere que a PCL/HA pode ter
interferido com a cascata da coagulacdo. Outros estudos com polimeros (ex:
polilactona PLA) aplicados sobre stent ndo demonstraram alteragdo com a
coagulacdo (HIETALA et al, 2003). Existe a possibilidade que a PCL/HA tenha
consumido uma maior quantidade de fatores de coagulacao e por isso, na ultima

leitura houve um atraso em relagéo ao controle e a PCL/SI.
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Deste modo, a PCL/HA demonstrou resultados divergentes em relagdo a
amostra comercial. Isto pode ser devido as diferencas relacionadas a sintese e
purificacao e diferencas na apresentacado das mesmas, sendo a PCL/HA na forma
de pastilha (p6 prensado) e a PCL/SI na forma de pellets. Sabe-se que diferencas
nas propriedades fisico-quimicas dos materiais como: energia de superficie,
rugosidade, microheterogenicidade e flexibilidade da superficie ttm acdo sobre a
ativagao celular (HSU, TANG & LIN, 2004). Deste modo, levando-se em conta a
geometria e a superficie, os resultados dos padrées esperados para o desenho do
prototipo dos dispositivos implantaveis da PCL/HA a serem conduzidos na
proxima etapa deverdo ser ajustados de forma que estejam dentro do esperado

em relacdo a compatibilidade sanguiinea para o parametro de coagulacéo.

As alteracbes relacionadas a trombocitopenia observada no hemograma
ap6s 60 minutos e 120 minutos, nas amostras da PCL/HA e da PCL/SI,
demostram que as duas amostras de PCL podem interferir com a cinética
plaquetaria, e com isso e diminuir seu niumero em relacdo ao tempo. O fato de
apenas 1/3 das amostras demonstrarem esta interferéncia no numero de
plaquetas pode ser devido a heterogenicidade de cada amostra. A morfologia de
superficie e a nanotopografia influenciam ndo apenas a adesdo e crescimento
celular, como também na ativacdo de plaguetas e mondcitos (HSU, TANG & LIN,

2004; SEYFERT, BIEHL & SCHENK, 2002).

Estudos com varios tipos de biomateriais (metalicos, metalicos revestidos com
polimeros) mostram que eles interferem com a contagem de plaquetas,
diminuindo seu numero (trombocitopenia) apds exposicdo da substancia teste.

Estes estudos mensuraram a liberacado de B-TG (beta-tromboglobulina) pelos a-
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granulos das plaquetas durante sua ativacdo. Com a ativacdo plaquetéria o
ndmero de plaquetas diminui (TEPE et al, 2006) . Isto pode explicar a
trombocitopenia e a impossibilidade de contagem das plaquetas no ultimo periodo
analisado pelo ensaio. Entretanto, nenhuma resposta de adesdo plaquetéaria ou
formacdo de trombos foi verificada pela andlise da microscopia eletronica de
varredura. Desta forma, esses resultados parecem né&o interferir na

compatibilidade sangtinea geral do material.

5.2.2. Ensaios de biocompatibilidade in vivo

As reacdes cutaneas foram analisadas nos intervalos de 1h, 24h, 48h, 72h
e 7 dias apés a aplicacdo das amostras. Retiraram-se os tampdes oclusivos 1h
apos a aplicacdo do produto, e imediatamente realizada a primeira leitura. As
areas controles tiveram como finalidade Unica, facilitar a comparacdo com as
areas testes. As TAB. 10 e 11 apresentam as graduacOes atribuidas as reacdes

cutaneas de eritema e edema.

TABELA 10. Graduacao das reac¢fes cutaneas: formacéao de eritemas.

Formacdao de eritema

Grau 0 | Pele normal: Geralmente, de cor branca, podendo apresentar-se résea.

Grau 1 |Eritema leve: A pele apresentar-se levemente avermelhada, em toda a area-
teste.

Grau 2 | Eritema moderado: A pele apresenta-se vermelha, geralmente em toda a area-
teste.

Grau 3 | Eritema definido: A pele apresenta-se com vermelhidéo intensa e difusa, em toda
a area-teste.

Grau 4 | Eritema severo: A pele apresenta-se vermelho-escura, com leve formacédo de
escaras (injurias em profundidade).




83
5. Resultados e Discussao

TABELA 11. Graduacéo das rea¢des cutdneas: formacéo de edemas.

Formacéo de edema

Grau 0 |Nenhum edema: O valor do edema é igual a O (zero).

Graul |Edema leve: O valor do edema esta compreendido entre 0,25 e 0,49 mm.

Grau 2 | Edema moderado: O valor do edema estaa compreendido entre 0,5 e 0,74 mm.

Grau 3 | Edema definido: O valor do edema deve esta compreendido entre 0,75 e 1 mm.

Grau 4 |Edema severo: O valor do edema é maior do que 1 mm, podendo as vezes ser
maior do que a area de exposicao.

Os calculos do indice de irritagdo cutanea primaria, e suas classificacoes,
foram realizados através da média aritmética destas graduacdes nos periodos de
1, 24, 48, 72h e 7 dias. Obteve-se a somatoria dessas 5 médias aritméticas que
foram divididas por 2 (parametros: eritemas/edemas). O valor encontrado foi o

indice de Irritacdo Cutanea Primaria da amostra.
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A classificagcdo de irritante cutadneo primario foi obtida de acordo com os
indices mostrados na TAB 12. As TAB. 13 a 17 apresentam o0s resultados

comparativos dos parametros.

TABELA 12. Classificagdo de irritante cutaneo.

VALOR DO INDICE CLASSIFICACAO
0-0,9 Né&o irritante
1-19 Ligeiramente irritante
2-49 Moderadamente irritante
5-8 Severamente irritante

TABELA 13. Peso dos Animais

Peso Inicial Peso Final
Animal 1 2,550 kg 2,550 kg
Animal 2 3,100 kg 3,100 kg

TABELA 14. Verificacdes de edemas e eritemas ap0s exposi¢cado a amostra de PCL/HA.

Classificacbes
Controle PCL
Eritema | Edema | Eritema | Edema

1 hora 0 0 0,5 0
24 horas 0 0 0,5 0
48 horas 0 0 0 0
72 horas 0 0 0 0
7 dias 0 0 0 0
Média 0 0 0,2 0

Indice 0 0,1

Atribuicdo de scores as avaliagbes realizadas em 1h, 24h, 48h, 72h e 7 dias ap6s a exposi¢éo.
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TABELA 15. Verificagdes de edemas e eritemas ap0s exposi¢cao a amostra de

PCL/Vancomicina (PCL/VC)..
Classificacbes
Controle PCL/VC
Eritema | Edema | Eritema | Edema

1 hora 0 0 0 0
24 horas 0 0 1,0 0
48 horas 0 0 0,5 0
72 horas 0 0 0 0
7 dias 0 0 0 0

Média 0 0 0,3 0

Indice 0 0,15

Atribuicdo de scores as avaliacfes realizadas em 1h, 24h, 48h, 72h e 7 dias apds a exposicao.

TABELA 16 — VerificacGes de edemas e eritemas ap0s exposi¢cao animal & amostra de

PCL/Sigma (PCL/Si).
Classificacbes
Controle PCL/Si
Eritema | Edema | Eritema | Edema
1 hora 0 0 0,5 0
24 horas 0 0 0,5 0
48 horas 0 0 0,5 0
72 horas 0 0 0,5 0
7 dias 0 0 0 0
Média 0 0 0,4 0
Indice 0 0,2

Atribuicdo de scores as avaliagfes realizadas em 1h, 24h, 48h, 72h e 7 dias ap6s a exposi¢éo.
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TABELA 17 — indice e classifica¢io do grau de irritacdo cutanea primaria das amostras

avaliadas
Grupos Controle PCL PCL/VC PCL/SI
indice 0 0,1 0,15 0,2

Classificacédo

Na&o irritante

Na&o irritante

Na&o irritante

Nao irritante

N&o houve quaisquer altera¢cdes no ensaios de toxicidade sistémica entre
0S grupos e parametros avaliados. Segundo GAD (2006), a dose maxima
administrada nao deve ser superior a 2g/kg de peso corporal (do animal). Para DE
PASS, (1989), se ndo ha mortalidade ou sinais clinicos indicativos de toxicidade
na dose experimental limite, o estudo pode ser finalizado e a substancia pode ser
classificada como de baixa toxicidade aguda. Se ndo ha mortalidade ou sinais
clinicos indicativos de toxicidade na dose experimental limite, o estudo pode ser

finalizado e a substancia pode ser classificada como de baixa toxicidade aguda.

A extrapolacdo dos dados obtidos nos estudos com animais para o ser
humano e de doses mais elevadas para doses baixas deve considerar as
diferencas inter e intra-espécie quanto a toxicocinética, a toxicodinamica e a
normalizacdo da dose. O intuito dessa extrapolacéo € o estabelecimento da Dose
de Referéncia (DRf). A DRf é a estimativa de um nivel de exposicao diario para a
populacdo humana, incluindo os grupos suscetiveis, que provavelmente nao
apresenta risco apreciavel de causar efeito adverso mesmo gue a exposi¢cao ao
toxicante ocorra durante toda a vida do individuo. As DRf sdo definidas
considerando-se a via de exposicdo (oral, dérmica, inalatoria), do efeito critico

estudado e do tempo de exposicao (cronico, subcrbnico). As concentracdes e as

doses de referéncia (CRf/DRf) sdo obtidas dividindo-se o NOAEL ou a DB por
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fatores de incerteza que podem variar de 1 a 10 000, dependendo da natureza do
efeito critico, da adequabilidade dos dados utilizados na obtencdo do NOAEL ou

da DB e das variacdes inter e intra-espécie (WHO, 2005).

5.2.3. Determinagéo da Sensibilidade Antimicrobiana

A TAB. 9 mostra os resultados de atividade antimicrobiana na presenca de
S. aureus, demonstrando ser sensivel as diferentes concentracbes de

PLC/HA/Vancomicina, utilizadas para este ensaio.

TABELA 9. Atividade antimicrobiana da PCL/HA/Vancomicina frente ao Staphylococcus

aureus.
Microrganismo
Amostras Staphylococcus aureus
***halo/mm
**PCL/HA (56 mg) 0
*PCL/HA(14mg) / Vancomicina(15,4 ug) 15 mm
*PCL/HA(28mg) / Vancomicina(30,8 ug) 20 mm
*PCL/HA (56mg) / Vancomicina(61,6 ug) 20 mm

*** Dimensao do halo em milimetro
** PCL/HA — Poli (e-caprolactona)/Hidroxiapatita

*PCL/HA/NVancomicina — Poli (e-caprolactona)/ Hidroxiapatita/\Vancomicina

A FIG. 27 representa a analise macroscopica das placas com as amostras.
Como controle negativo, temos a placa (A) com a PCL/HA demonstrando
auséncia da formacdo do halo, e como controle positivo, temos os discos de

vancomicina em cada uma das placas (A, B, C e D), indicados com as setas.
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As imagens capturadas mostram a auséncia da formacdo de halo pela
amostra PCL/HA na placa A, e a formacgao de halo de inibi¢cdo pelas placas B, C e

D demonstrando sensibilidade na relacado concentracdo-dependente do S. aureus

frente a vancomicina presente no compadsito PCL/HA/Vancomicina.

FIGURA 27. Fotografias das placas do ensaio preparadas com suspensao bacteriana de
Staphylococcus aureus para as triplicatas das amostras PCL/HA (A) e
PCL/HA/Vancomicina com 15,4 pug de vancomicina (B), PCL/HA/Vancomicina
com 30,8 pg de vancomicina (C), PCL/HA/Vancomicina com 61,6 pg de
vancomicina (D). As concentra¢cdes de vancomicina para o ensaio foram
determinadas a partir da concentracdo de referéncia da matriz sintetizada

igual a 1,1mg vancomicina para 1000 mg de PCL/HA.
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O local do implante de um biomaterial tem sempre um papel significativo no
risco potencial de infec¢des apos o procedimento. Uma area maior da superficie
exposta ao ambiente do hospedeiro estd em risco para uma maior resposta
tecidual do que um implante que exiba uma area de superficie minima. A
suscetibilidade dssea a invasdo aumenta no trauma, na isquemia ou na presenca
de corpos estranhos, pela exposicdo de sitios nos quais as bactérias podem
aderir. Para fugirem das defesas do hospedeiro, ligam-se ao osso lesado por
receptores (adesinas), penetram e persistem nos osteoblastos e cobrem-se com
um biofilme protetor rico em polissacarideos (HINRICHSEN, 2007; SUN, MEI &

SONG, 2006).

Em infec¢des associadas aos biomateriais 0 S. aureus esta associado com
infeccdo aguda de ferida pos-cirurgica, e a viruléncia intrinseca de S. aureus €,
isoladamente, suficiente para produzir o processo infeccioso. A sobrevivéncia
intracelular do S. aureus, agente preponderante, poderia explicar a persisténcia
das infeccbes Osseas, pois uma vez aderida ao 0sso, a bactéria expressa

resisténcia fenotipica aos antibioticos.

ZANETTI et al.(2006) demonstraram que a profilaxia de rotina com
vancomicina foi mais efetiva do que com a cefazolina, em pacientes submetidos a
cirurgia de revascularizacdo do miocardio, tendo prevenido um maior nimero de
infeccdes de ferida cirdrgica ou 6bitos por estafilococos e enterococos resistentes
a meticilina.

Algumas vezes, a administracdo sistémica dos antimicrobianos €
insuficiente para prevenir a infeccdo de prétese, pois a concentracdo do
antimicrobiano no tecido em volta da prétese é muito baixa. HIROSE et al. (2004)

desenvolveram, recentemente, um sistema de liberacdo sustentada do
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antimicrobiano através da utilizacdo de caprolactona biodegradavel, monémero da
poli(e-caprolactona), que mantém uma concentracdo tecidual efetiva do
antimicrobiano em volta do enxerto protético. Os mesmos autores demonstraram
gue a liberacdo sustentada de vancomicina reduziu a taxa de infeccdo em

préteses em modelo animal.

Buscando avaliar a resposta da atividade antimicrobiana da vancomicina
incorporada no PCL/HA frente a S. aureus, ensaios em triplicata foram
conduzidos nas concentracdes: PCL /HA com 15,4 ug de vancomicina, PCL /HA
com 30,8 pg de vancomicina e PCL /HA com 61,6 pg de vancomicina,
demonstrando resultados preliminares satisfatérios da atividade deste antibiotico,
verificando a formacdo de halos de inibicho na presenca de S. aureus. Foi
observado também, que a medida destes halos, mantiveram-se constantes nas
concentragbes de 30,8 pg e 61,6 pug da vancomicina, induzindo, que apés uma

determinada concentracéo a atividade permanece constante (TAB. 17).

Com a resposta positiva da atividade antimicrobiana da vancomicina
incorporada no PCL/HA frente a S. aureus, obtida neste estudo, outros ensaios in
vitro deveréo ser realizados, no futuro, utilizando diferentes microrganismos para

mostrar o espectro de acéo do antibiético.
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5.3. FASE 3 - OBTENCAO DOS PROTOTIPOS BASEADOS NO PCL

Pastilhas

Foram confeccionadas pastilhas de PCL (FIG. 28) nas dimensdes de 2,0
mm de espessura com 1,0 cm de diametro, prensadas em um molde de ago
inoxidavel e pressdo uniaxial equivalente a 7-8 toneladas. As pastilhas obtidas
possuiam massa inicial estimada de 200 mg. As amostras foram esterilizadas por

radiacdo gama a uma dose de 25 kGy.

FIGURA 28. Pastilha obtida por prensagem a partir de 200mg de p6 da matriz do

compdsito biodegradavel PCL/HA.

Pinos Cilindricos

Foram fabricados pinos cilindricos nas dimensdes de 6 mm de
comprimento por 3 mm de diametro. Foi utilizado um molde de aco inoxidavel e
pressao uniaxial equivalente a 70 MPa. Os cilindros obtidos foram retirados dos

moldes com auxilio de uma haste, tendo suas extremidades regularizadas apos
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polimento em maquina politriz. Os pinos foram esterilizados com raios gama

provenientes de uma fonte de 60Co até a dose de 25 kGy (FIG. 29 e 30).

- \or

FIGURA 29. Primeiros moldes obtidos. Dimensfes dos pinos: ¢ = 3,0 mm e h=7,0 mm.
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(A) (B)

©) (D)

FIGURA 30. Fotos dos protétipos do compésito de PCL/HA com dimensdes de: ¢ = 3,0
mm e ¢c= 6,0 mm. (A), (B) e (C) visdo longitudinal (aumento 20x em
estereomicroscopio) (D) pinos esterilizados por raio gama, fonte Co-60, dose
25 kGy (conforme indicador esférico).
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5.4. FASE 4 - AVALIACAO PRE-CLINICA

5.4.1. Biodegradac&o Enzimatica In Vitro

5.4.1.1. Perdade Massa, Absorcédo de Agua e pH

As pastilhas foram submetidas ao ensaio de degradacdo hidrolitica e
enzimatica por um periodo total de 288 horas. As TAB. 18, 19 e 20 apresentam 0s
resultados das analises gravimétricas relativas a determinacdo da massa inicial
(MI), massa Umida (MU) e massa seca (MS). A partir desses dados foi
determinada a porcentagem de perda de massa e a taxa de absor¢céo de agua. O
aumento na diferenca da porcentagem de perda de massa das pastilhas
observada entre os grupos PBS e Lipase nos periodos de 192 e 288 horas foi
estatisticamente diferente entre os dois grupos. Nao houve alteracdo no periodo
de 96 horas Os dados foram tratados por analise de variancia (ANOVA) e teste de

Tukey (p<0,05).
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TABELA 18. Massa das pastilhas em solu¢éo de PBS e Lipase, apds 96h

Grupos
Massa das pastilhas PBS 1 Lipase 1
Média D.P Média D.P

Massa Inicial (MI) 0,1930 0,0019 0,1965 0,0016
Massa Umida (MU) 0,1966 0,0025 0,2003 0,0009
Massa Seca (MS) 0,1904 0,0025 0,1939 0,0007
Absorcéo de Agua 0,0062 e 0,0065 -
(MU — MI)

% de absorcéao 314 e 323 e
Perda de Massa 0,0026 e 0,0026 @ -----—--
(Ml = MS)

% de perda 1,33 0 e 1,32 -

e *p<0,05 (ANOVA) — teste de Tukey; D.P. — Desvio Padrdo
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TABELA 19. Massa das pastilhas em solugcéo de PBS e Lipase, apés 192h

Grupos
Massa das pastilhas PBS 2 Lipase 2
Média D.P Média D.P

Massa Inicial (MI) 0,1916 0,0032 0,1871 0,0040
Massa Umida (MU) 0,1946 0,0039 0,1890 0,0038
Massa Seca (MS) 0,1879 0,0049 0,1830 0,0039
Absorcéo de Agua 0,0067 e (1001210 I——
(MU = M)

% de absorgéo 346 e 3,17 -
Perda de Massa 0,0037 e 0,0041 -
(Ml = MS)

% de perda 195 e 219%

e *p<0,05 (ANOVA) — teste de Tukey; D.P. — Desvio Padrdo
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TABELA 20. Massa das pastilhas em solugéo de PBS e Lipase, apos 288h

Grupos
Massa das pastilhas PBS 3 Lipase 3
Média D.P Média D.P

Massa Inicial (MI) 0,1912 0,0080 0,1903 0,0054
Massa Umida (MU) 0,1951 0,0080 0,1927 0,0055
Massa Seca (MS) 0,1882 0,0070 0,1862 0,0054
Absorcéo de Agua 0,0069 = e 0,0064 -meee-
(MU — MI)

% de absorcéo 354 e 334 e
Perda de Massa 0,0030 - 0,0041 -
(Ml = MS)

% de perda <Y A — 215%

e *p<0,05 (ANOVA) — teste de Tukey; D.P. — Desvio Padrdo
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A FIG. 31 representa as determinacdes de pH relativas as analises das
solucbes de PBS e de Lipase das amostras. As dosagens foram realizadas
diariamente durante o ensaio de biodegradacéo in vitro, para a solugéo hidrolitica
de PBS e enzimatica de Lipase por um periodo total de 384 horas. O perfil grafico
apresentou-se similar para as duas solucdes ao longo do periodo estudado. No
periodo de 168h houve uma diminuicdo da temperatura ambiente no laboratorio
ocasionado por uma variacdo do ar condicionado de mais ou menos 2 °C
(temperatura ambiente normal £ 22 °C) o que acarretou na diminuicdo do pH para

as duas solucdes.

pH

o

& PBS
o PBS+lipase

o]

- X U
| BRSBTS WV TN SR RN S, N8

-9 § Yo gORF V.o F PR YWY KoL W g AT R U,
24 48 72 96 120 144 188 192 216 240 264 288 312 336

horas

FIGURA 31. Variagdo de pH das solugbes PBS e PBS+lipase durante ensaio de

degradacédo de amostras de PCL durante 15 dias.

Ambas solucdes PBS e PBS + lipase apresentaram mesma tendéncia de
variacao de pH, sendo que as soluc¢des que contém lipase demonstraram um sutil

deslocamento para intervalos de maior neutralidade, ou seja, uma ligeira acidez
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comparada a condic¢ao inicial de pH igual a 7,4 das solucdes originais. Apesar dos
comportamentos similares das solu¢gbes, houve uma diferenca estatistica entre

elas.

A variagdo de pH para intervalos ligeiramente 4cidos, ainda que em valores
de pH que expressam uma condi¢ao praticamente neutra, pode estar associada a
degradacdo hidrolitica dos polimeros, gerando espécies levemente acidas e,

ainda pouco expressivas no meio.

As medidas de pH monitoradas por periodo de até 15 dias, provavelmente
nado favoreceram uma reacdo de hidrolise do grupo éster de forma mais
significativa, é provavel que a degradacédo hidrolitica da PCL de forma passiva e
ativa nos meios, PBS e PBS + lipase, respectivamente, seja mais intensa em
periodos mais longos. Sabe-se que a PCL apresenta uma taxa de biodegradacao
menor quando comparada a outros polimeros e que um pH basico e alta

temperatura favorecem sua degradacdo em meios aquosos.

As oscilagbes de pH do meio podem influenciar a degradacdo ativa

(catalise) do polimero na presenca da lipase.

Apesar de as lipases atuarem em uma faixa de pH relativamente larga,
apresentam um intervalo ideal de acdo. A literatura menciona que a lipase
apresenta estabilidade superior a 65 % e atividade acima de 30% a temperatura
de 37°C, para os mesmos intervalos de pH verificados neste estudo. Sua
estabilidade diminui com aumento de pH (7,4=60%); valores acima resultam em
estabilidade menor e, abaixo uma maior estabilidade, ja a atividade é proxima de

100 % no intervalo de pH envolvido neste estudo.
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Assim como o pH do meio pode afetar a estabilidade e atividade das
enzimas, também sua imobilizagdo na superficie do material pode ser afetada,
pois variacbes de pH podem modificar interacdes entre grupos de carga elétrica
ou dipolo, da enzima e do suporte, podendo influenciar na afinidade entre os
mesmos. Enzimas como a lipase podem ser imobilizadas por adsorgdo, como
resultado de interacBes eletrostaticas e hidrofébicas, envolvendo a enzima, o

suporte, o solvente e alguns solutos.

A FIG. 32 ilustra a taxa de absorcao de agua das amostras ao longo dos

tempos estudados.

*°1 T ess
45 V] PBS + lipase T

4,0 1

3,5—- T

3,0
2,54
2,0

1,51

absorcao de agua (%)

1,0

0,5 + ¥ :/ + + ¥ . + + ¥ './ + +
48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

tempo (horas)

FIGURA 32. Grafico representativo da absor¢éo de adgua das amostras durante
288 horas de degradagédo em PBS e solugdo enzimatica de PBS,

mantidas a 36,5°C + 0,5 e agitacéo de 50 rpm.

Observa-se que as amostras absorvem uma quantidade de agua entre 3,2

e 4% dentro do periodo analisado. Os valores encontrados neste estudo foram
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superiores aos relatados pela literatura para os intervalos de tempo analisados.
Esta diferenca pode estar relacionada a massa molar do polimero, além da
presenca de uma fase ceramica (hidroxiapatita), considerando que trata-se de um
composito PCL/HA. A presenca da ceramica pode afetar a molhabilidade do

material, ja que a PCL é um polimero de natureza hidrofébica.

Para os trés periodos investigados houve uma diferenca entre 0os grupos
(PBS e PBS + lipase) apenas no ultimo periodo analisado. Foi observado um
valor de absorcdo mais expressivo para as amostras do grupo PBS. A absorcao
de agua para as amostras expostas em ambiente enzimatico manteve
praticamente o mesmo teor de absorcéo durante os tempos analisados. Baseado
neste comportamento pode-se afirmar que houve uma competicdo entre as
moléculas de agua e da enzima por sitios especificos do material, principalmente
nos tempos que sucederam as primeiras 96 horas. Este comportamento pode
estar associado a preferéncia da lipase adsorver em substrato de natureza
hidrofobica, ou seja, sitios que ndo apresentam afinidade por moléculas de agua.
Por isso as amostras na presenca da lipase ndo obtiveram uma absorcao igual ou

superior as do grupo PBS no ultimo periodo.

Na FIG. 33 est4 apresentada o comportamento de perda de massa das
amostras para os diferentes grupos, nos periodos de 96, 192 e 288 horas de

degradacédo em meio de PBS e solucdo enzimética (PBS + lipase).
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FIGURA 33. Gréfico representativo da perda de massa das amostras decorrente de
processo de degradacdo em PBS e solucdo enzimatica de PBS mantidas a
36,5°C + 0,5 e agitacéo de 50 rpm por 288 horas .

Quanto a perda de massa, nao foi observada uma diferenca estatistica
entre 0s grupos para o0 periodo de 96 horas, apenas nos demais tempos
analisados (192 e 288 horas). Este comportamento esta de acordo com os dados

de absorcdo de agua para o mesmo periodo (FIG. 32).

Analisando os grupos individualmente, observa-se que ha uma diferenca
estatistica na perda de massa perante os tempos de degradacdo estudados para
as amostras decorrentes da degradacao passiva (PBS), ja para as amostras do
outro grupo que sofreram catalise, ndo apresentaram uma diferenca significativa
entre 0s dois Ultimos tempos analisados. Comparativamente aos dados de
absorcao onde nao foi observada uma variacao significativa para este grupo, &

possivel afirmar que a perda de massa ndo se deve a presencga de agua, o que
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esta de acordo com a natureza hidrofébica da PCL, mas a acdo da lipase,

sugerindo uma degradacao enziméatica do material.

O efeito da degradacdo também pode expor mais facilmente a fase
ceramica de hidroxiapatita presente na matriz polimérica. Esta exposicao pode
ocasionar a solvatacdo da matriz, permitindo maior facilidade de difusdo da agua
pela rede, preferencialmente pelas regiées amorfas, facilitando também o ataque
enzimatico. Com isso, € possivel verificar diferencas entre as fragcbes amorfa e
cristalina com relacdo ao polimero original, antes da degradacdo. Essas
mudancgas estruturais podem trazer um aumento na elasticidade e na flexibilidade,
como também uma diminuicdo de densidade, rigidez e resisténcias mecanica e

térmica do material durante os diferentes estagios de degradacéao.

E fato que a incorporacdo de &gua pode facilitar a acdo enzimatica,
podendo inclusive, induzir um processo de autocatalise no interior do polimero,
justificando valores de perda de massa mais expressivos que os relatados na

literatura para o mesmo polimero.

Considerando a degradacdo hidrolitica enzimatica, € importante
acrescentar que lipases apresentam preferéncia na imobilizacdo em suportes
hidrofébicos, caso da PCL perante materiais hidrofilicos onde a competicao pela
agua disponivel do meio torna-se um fator negativo perante a adsorcdo da

enzima.

5.4.1.2. Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR permite identificar substituicbes ou alteracbes

importantes na composi¢ao dos materiais durante o processo de degradacéo, por
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exemplo. Essas informacdes sdo obtidas pela excitacdo dos modos de energia

vibracionais destes grupos moleculares dentro da estrutura dos solidos.

A aquisicao de dados pelo método de reflectancia difusa permite analisar a
superficie do material de forma ndo destrutiva, em uma profundidade de
aproximadamente 0,5um, possibilitando a deteccao de teores da ordem de uma

parte por milhdo dos compostos presentes.

As bandas de absorcéo relativas ao PCL estéo representadas na TAB. 21.
A FIG. 34 mostra os espectros de FTIR da matriz intacta do polimero PCL
utilizado para a confeccéo das pastilhas submetidas ao ensaio de biodegradacao

e uma figura ilustrativa do espectro de FTIR para a enzima lipase.

TABELA 21. Bandas de absor¢éo do PCL

Abreviagao
2949 | Estiramento assimeétrico do CH» Vas CH>
2865 | Estiramento simétrico do CH, v. CH,
1727 | Estiramento da carbonila v (C=0)
1293 | Estiramento do C-O e C-C na fase cristalina Vo
1240 | Estiramento assimeétrico da ligacao C-O-C V. (C-O-C)
1190 | Estiramento OC-O v (0C-C)
1170 | Estiramento simétrico COC v, (COC)
1157 | Estiramento sunétrico C-O e C-C na fase amorfa Vam
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FIGURA 34. (A) Espectro FTIR da matriz intacta do polimero PCL utilizada na confeccao
das pastilhas. Dispersdo da amostra em pastilhas de KBr. (B)
Representacdo gréfica ilustrativa do espectro FTIR da Lipase.
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Na FIG. 35 estdo apresentados os espectros de infravermelho por reflectancia
difusa das amostras apds periodo de 8 dias de degradacdo em diferentes meios,

PBS e PBS com solugéo enzimética de lipase
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FIGURA 35. Espectros de infravermelho obtidos pela técnica de reflectancia difusa
(DRIFT) das amostras de PCL apds ensaio de degradacdo em meio: (a)
PBS + lipase e (b) PBS, apds 192h (8 dias).

As FIG. 36 a 39 mostram os espectros de FTIR por transmitancia (KBr) e
por refletancia difusa (DRIFT) dos grupos PBS 1, Lipase 1, PBS 2 e Lipase 2,

respectivamente.

Em relacdo aos tempos estudados para o grupo exposto a solucéo
enzimatica de Lipase, o espectro de DRIFT da Lipase 2, apos 192 horas (FIG.
39), apresentou uma diminuicdo da intensidade na banda de absorcdo da
carbonila a 1720 cm-1 em relacdo ao espectro de DRIFT da Lipase 1, apés 96

horas (FIG. 38). Esse mesmo comportamento foi observado comparando-se 0s
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dois grupos experimentais. No mesmo periodo avaliado em 192 horas, o espectro
de DRIFT obtido para a Lipase 2 (FIG. 39) apresentou diminuicdo da mesma
banda de absorcdo em relagdo ao espectro de DRIFT obtido para PBS 2 (FIG.
37). A banda de absor¢do da carbonila a 1720 cm-1 esta associada ao polimero
PCL, dessa forma os resultados corroboram com a taxa de degradacao
gravimétrica encontrada anteriormente e sugerem aumento da taxa de
degradacao tanto na relagdo tempo-dependente quanto a potencializacdo sob
acdo da solugdo enzimatica de lipase. A lipase é uma enzima da classe das
hidrolases que exibe atividade para quebra de ligagbes quimicas do tipo éster de

poliésteres insoluveis em agua.
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A) PBS 1 KBr

(B) PBS 1 DRIFT
FIGURA 36 — Espectros FTIR das pastilhas do grupo experimental PBS 1 obtido apds

ensaio de biodegradacdo em solugdo de PBS durante 96 horas. (A)
Espectro por transmitancia (KBr); (B) Espectro por refletancia difusa
(DRIFT). Eixo X: namero de ondas (cm-1). Eixo Y: Transmitancia.
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(A) PBS 2 KBr

(B) PBS 2 Dirift
FIGURA 37 — Espectros FTIR das pastilhas do grupo experimental PBS 2 obtido apds

ensaio de biodegradacdo em solucdo de PBS durante 192 horas. (A) Espectro por
transmitancia (KBr); (B) Espectro por refletancia difusa (DRIFT). Eixo X: nimero de ondas
(cm-1). Eixo Y: Transmitancia.
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(A) Lipase 1 KBr

(B) Lipase 1 Drift

FIGURA 38 — Espectros FTIR das pastilhas do grupo experimental Lipase 1 obtido apés
ensaio de biodegradagdo em solucdo enzimatica de lipase durante 96 horas.
(A) Espectro por transmitancia (KBr); (B) Espectro por refletancia difusa
(DRIFT). Eixo X: numero de ondas (cm-1). Eixo Y: Transmitancia.
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(A) Lipase 2 KBr

(B) Lipase 2 Drift

FIGURA 39 — Espectros FTIR das pastilhas do grupo experimental PBS 2 obtido apds
ensaio de biodegradacdo em solucdo de PBS durante 192 horas. (A)
Espectro por transmitancia (KBr); (B) Espectro por refletancia difusa
(DRIFT). Eixo X: numero de ondas (cm-1). Eixo Y: Transmitancia.
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5.4.1.3. Difracéo de Raios-X (DRX)

De acordo com os difratogramas apresentados na FIG. 40 € possivel
observar dois picos mais intensos, que sdo caracteristicos da fase cristalina da
policaprolactona. Também é possivel observar a presenca de pequenos picos
associados a fase de hidroxiapatita, presente em menor quantidade no compdsito

PCL/HA destacados em maior aumento na mesma FIG. 40.

Durante a biodegradacdo da PCL pode ocorrer uma diminuicdo de sua
massa molar. Esta reducéo, inicialmente, esta associada apenas a por¢céo amorfa
do polimero, tendendo a aumentar sua cristalinidade durante o estagio de
degradacao onde a difusdo das moléculas de agua fica restrita apenas a fracao
amorfa do polimero. Neste caso, a permeacao de agua ndo atinge os dominios
cristalinos da matriz polimérica. Este efeito pode resultar em uma variacdo da
cristalinidade e como conseqiéncia, uma maior definichio dos picos
caracteristicos da PCL apdés um ensaio de degradacdo. Em particular, tal
comportamento pode ser verificado no perfil de difracdo de raios-X, contudo, nédo
foram observadas variacbes nos difratogramas das amostras apos 8 dias de
degradacéao. Foi verificado um deslocamento dos picos que pode estar associado
ao posicionamento das amostras durante a realizacdo das medidas. Este
comportamento ndo se deve a formacao de solucao soélida, ja que a evidéncia de

um maior deslocamento com o aumento do angulo (28) nao foi detectado.



113
5. Resultados e Discussao

2000 +

—PCL/PBS
1500 —PCL/PBS + lipase

1000

intensidade (u.a)

500 +

o] )

FIGURA 40. Difratogramas das amostras de PCL obtidos por DRX apés ensaio de

degradacdo em meio PBS e PBS + lipase ap0s 8 dias de experimento.
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5.4.1.4. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As FIG. 41 e 42 mostram as curvas térmicas de DSC realizadas sob fluxo
de nitrogénio relativas ao primeiro aguecimento, resfriamento e segundo
aguecimento. Os polimeros sdo um exemplo tipico de substancias quimicas que
dao lugar ao estado vitreo por resfriamento do material fundido. Se ndo houver
cristalizacdo, o polimero pode se esfriar sem que varie sua desordem. Nesse
resfriamento chega-se a alcancar uma temperatura caracteristica de cada
polimero, que se denomina temperatura de transicdo vitrea (Tg). A transicao
vitrea dos polimeros biodegradaveis Uteis para a ortopedia se encontra acima da
fisiologica (37°C) e, nessa condigéo eles se encontram na forma cristalina. Esta
caracteristica €, 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, a temperatura de transi¢ao vitrea pode ser um fator
determinante na cinética de degradacdo ou absorcdo de polimeros
biodegradaveis no organismo biolégico. Entretanto, os termogramas obtidos apés
0 ensaio de biodegradacdo nos tempos de 96h e 192h indicam que ndo houve

modificacdo no comportamento térmico entre os grupos estudados.
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FIGURA 41. Curvas térmicas de DSC dos grupos experimentais PBS 1 e Lipase 1

obtidas apos ensaio de biodegradacéo 96 horas.
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FIGURA 42. Curvas térmicas de DSC dos grupos experimentais PBS 2 e Lipase 2

obtidas ap0s ensaio de biodegradacao 192 horas.
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5.4.1.5. Microscopia Eletronica de Varredura

As FIG. 43 e 44 mostram as fotomicrografias da analise topografica da
superficie das pastilhas, em aumento de 300x a 1000x, obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). As imagens permitem obter informacfes quanto
ao comportamento das pastilhas imersas em solucéo de PBS e de lipase, ap0s 96

e 192 horas.

Quando comparadas a superficies de pastilhas intactas, as quais nao
foram submetidas ao ensaio de biodegradacdo, as amostras dos grupos
experimentais apresentaram pontos de degradacdo espalhados por toda a
superficie. Os pontos de degradacdo dos grupos lipase apresentaram
predominancia desses pontos em relagdo aos grupos PBS, e esse
comportamento se intensificou apés 192h, quando comparados aos grupos de 96

horas.

Dessa forma corroborando com os dados gravimétricos, na qual a solucéo
enzimatica de lipase em PBS aumentou a taxa de degradacdo do PCL/HA, a
atividade enzimatica também alterou a superficie do polimero quando comparado
a acao do tampao fosfato sem enzima. Este resultado representa que a atividade
enzimatica da lipase promove uma taxa de degradacdo significante para o

compoésito PCL/HA.

A degradacéo (PCL) é mais lenta do que a do poli(acido glicélico) e outros
poliésteres. Isso permite que o PCL seja utilizado em tratamentos de longa
duracdo. Esse processo pode ser dividido em duas fases, envolvendo

inicialmente, quebras aleatdrias das cadeias, que reduzem o peso molecular para
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até 5000; e apOs esse periodo segue-se a perda de massa, devido um aumento
na probabilidade das quebras de cadeias gerarem fragmentos menores que
podem ser fagocitados. Outros estudos demonstraram que em polimeros de
superficie porosa a taxa de degradacdo € aumentada. Isto ocorre, pois ha um
maior contato entre a 4gua e 0s poros, que aumenta o tamanho destes e permite
gue mais moléculas de enzima penetrem por eles (WOODRUFF & HUTMACHER,

2010).

O principal mecanismo de biodegradacdo dos polimeros € a hidrdlise
guimica simples que ocorre em duas fases. Primeiramente, a agua existente nos
fluidos organicos e no meio extracelular é absorvida pelas cadeias poliméricas
implantadas. Esta agua absorvida ira atacar preferencialmente as ligacdes
guimicas da fase amorfa do polimero, convertendo as longas cadeias poliméricas
em cadeias menores. Nesta primeira etapa ha uma reducdo 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 (CHANDRA & RUSTGI, 1988; NAIR & LAURENCIN, 2007; LUCIANI et

al, 2008).

A reducao do peso molecular é 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 sao
atacados e metabolizados por enzimas, resultando em uma répida perda da
massa do polimero. Em seguida, as moléculas resultantes da biodegradacéo
polimérica sdo eliminadas pelo organismo. Assim, quando ha a presenca de
enzimas, as energias dos reagentes e dos produtos nédo séo diferentes da reacao

ndo catalisada por enzima. O que ocorre é que as enzimas alteram o caminho
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para atingir o estado final, mas ndo a termodinamica do sistema. A enzima
permite que a reacdo ocorra com menor energia (OKADA, 2002 LUCIANI et al,

2008).

Em estudos in vivo, 0 processo de biodegradacdo e bioreabsor¢cdo é um
mecanismo complexo de eventos celulares e bioquimicos. Com o implante do
material sintético o organismo promove uma tipica resposta a uma reacao
inflamatéria de corpo estranho. A influéncia na degradacdo pela presenca de
peréxidos, enzimas e células fagocitarias, representa ainda hoje um importante

enfoque nas pesquisas dos polimeros bioreabsorviveis (ALlI, et al, 1993).
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LEI 1.0kV X300 10um K30 Ut LEI 1.0kV X300 10zm

Lipase (C) — Lipase 1
(A) Controle (B) —PBS1

FIGURA 43. Fotomicrografias em aumento de 300x de microscopia eletronica de varredura das superficies das amostras ap0s exposicao ao
ensaio de biodegradacéo in vitro: (A) — Controle: superficie de pastilha intacta; ndo foi submetida ao ensaio (B) — Pastilha imersa
por 96h em solucéo hidrolitica de PBS; (C) — Pastilha imersa por 96h em solucdo enzimética de lipase 40U/mL.
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FIGURA 44. Fotomicrografias em aumento de 1000x de microscopia eletrdnica de varredura das superficies das amostras apds exposicao
ao ensaio de biodegradacgéo in vitro:: (A) — Pastilha imersa por 192 h em solucdo hidrolitica de PBS (B) — Pastilha imersa por

96h em solucéo de lipase (C) — Pastilha imersa por 192h em solugé&o de lipase.
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5.4.2. Implantes em Tibias de Coelhos e Osteintegragéo

Observou-se presenca de calo 6sseo nos quatro animais do grupo controle
(FIG. 45). Nos 4 animais do grupo experimental foi possivel visualizar o local do
implante do compésito PCL/HA (FIG. 46). Nao foi observado sinais de infeccéo,

formacédo de gés ou lise 6ssea em nenhum animal de ambos 0s grupos.

FIGURA 45. Formacao de calo 6sseo do animal 3 do grupo controle (30 dias pos-cirurgico).
A seta indica o local do calo 6sseo.
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FIGURA 46. Local do implante do compésito do animal 4 experimental (30 dias pos
cirtraico). A seta indica o local do implante do compdésito.

Observacao de calo 6sseo no grupo controle, ndo sendo mais visivel o
defeito 6sseo em nenhum dos animais (FIG. 47). Nos animais do grupo
experimental os implantes estavam inseridos nos tecido 6sseo, sem espaco entre
0 0sso e o implante (FIG. 48). Nao foram observadas quaisquer alteracdes na
estrutura 6ssea (fraturas, fissuras) e nem na coloracdo do tecido 6sseo nos

animais de ambos os grupos.
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FIGURA 47. Tibia do animal 1 do grupo controle (30 dias pés-cirargico). A seta
indica o local da formacao do calo ésseo.

FIGURA 48: Tibia do animal 2 do grupo experimental (30 dias pds cirargico). A seta
indica o local do implante do compadsito.
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5.4.2.1. Andlise Histopatoldgica

A osteoinducdo é o processo em que um estimulo, como fratura ou
instalacdo de um implante, induz a diferenciacdo das células mesenquimais
imaturas em células osteoprogenitoras, as quais se desenvolvem em osteoblastos
e iniciam a osteogénese pela secrecdo de matriz organica. O estimulo neste
tecido faz liberar os fatores de crescimento que guiam a diferenciacédo e a
organizacao das células. Ja na osteoconducdo, o crescimento do 0sso se da na
superficie do biomaterial utilizado. Na situacao pratica a osteoconducéo depende
da osteoinducéo. A inducdo de um implante deve ser suficientemente correta para
a inducdo das células 6sseas indiferenciadas. Este processo depende de um
suprimento sanguineo ideal, fatores de crescimento, e principalmente do
biomaterial usado e das reacdes teciduais do local receptor. A osteointegracdo
refere-se ao contato direto do osso neoformado na superficie do implante.

(ALBREKTSSON & JOHANSSON, 2001; JUNIOR, 2010).

Nos estudos com os implantes inseridos nas tibias de coelhos, a atividade
responsavel pela formacdo de osso adjacente aos implantes cilindricos de
PCL/HA foi avaliada nos periodos de tempo de 30, 60 e 90 dias por meio de
seccOes descalcificadas e coradas histologicamente com HE. Tanto no grupo
controle quanto no grupo experimental, observou-se necrose de discreta extensao
e células polimorfonucleares (heterdéfilos), eosinofilos, macrofagos, células
multinucleares e osteoblastos. Aos 30 dias pés implante observou-se no grupo
experimental a infiltracdo de osteoblastos e neoformacéo de tecido 6sseo primario
no interior do compdésito (FIG. 49). A regido que nao foi corada pelo HE do grupo

experimental correspondeu ao compdsito. Observou-se na regido da interface
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osso-implante do grupo experimental, além de alguns pontos de necrose, a
presenca de uma camada de osteoblastos indicando neoformagéo de tecido
0sseo. No grupo controle observou-se a presenca de osteoclasto na interface do
defeito 6sseo-0sso indicando inicio da modelagem da matriz 6ssea. Nao foram
observados sinais de degeneragdo tecidual, infiltragcdo gordurosa, fibrose ou
granuloma. Nao foram visualizadas particulas do implante no interior de
macré6fagos. Ndo houve diferencga estatistica nos numeros de células observadas
entre 0s grupos controle e experimental utilizando o teste t ndo paramétrico e nao

pareado com correcao de Welch.

Ocorreu uma resposta heterogenica entre 0s animais, tanto no grupo
controle, quanto no grupo experimental, sendo que alguns apresentaram resposta
mais pronunciada que outros, apesar da mesma nao ter sido estatisticamente

significante, refletindo a variacéo individual frente ao procedimento.

Aos 60 e 90 dias o0s grupos experimentais exibiram estruturas de
remodelacdo sempre mais evidentes que os controles, independente do corte.
Nestes tempos experimentais nao foi presenciada qualquer ossificacédo
intramembranosa classica. Os cones de corte dos grupos experimentais mostram
maior deposicdo de fibras conjuntivas delicadas assim como maior niumero de
capilares, entretanto houve maior hiperplasia e ativacdo dos osteoblastos nos

grupos experimentais.
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Os dados do exame radioldgico e da analise macroscopica e microscopica
mostram inicio da osteointegracao e isto indica que a técnica cirargica (materiais
estéreis, irrigacdo durante perfuracao) e os procedimentos pré e pdos-operatério
(anestesia, analgesia, cuidado alimentar) foram adequados para obtencéo destes

resultados. Além disso, nenhum animal morreu durante o periodo experimental.

Por nédo ter apresentado fraturas ou fissuras o material possui um maédulo
elastico compativel com do osso. Isto demonstra que o compdsito possui um
grande potencial como biomaterial, promovendo uma facilitacdo na formacéo do
tecido 6sseo e com rigidez mais semelhante ao tecido 6sseo quando comparada
aos implantes metalicos. Contudo, ndo apresenta resisténcia a pressao uma vez

gue parte de dois pinos se esfarelaram durante a sua implantacao.

A utilizacdo do compdésito PCL/HA apresenta sinergismo dos materiais na
reparacdo Ossea, pois polimeros biodegradaveis com cinética de degradacéo
lenta (como no caso do PCL) auxiliam no crescimento do tecido, equivalendo o
tempo de degradacdo do material e a maturacdo do tecido; e a utlizacdo de
hidroxiapatita € um estimulo de osteoconducéo e osteoinducdo para o tecido. A
utilizacdo do compdsito de polimero e ceramica mostrou boas qualidades como
biomaterial (auséncia de toxicidade, reacdo inflamatoria discreta) na utilizacédo
facilitacdo da osteoinducdo. Estudos futuros associardo o compaosito com células

para diminuir o tempo de recuperacao tecidual.

A cicatrizacdo Ossea consiste em varias fases que se sobrepdem:
coagulacao, inflamacdo, formacdo de calo mole, formacdo de calo duro e
remodelacdo. A formacdo dos calos mole e duro corresponde a fase proliferativa
da cicatrizacdo. A fase da inflamacéo, que dura aproximadamente quatro dias, é

caracterizada por hemorragia local, devido a lesdo dos vasos sanguineos do 0sSso
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e do peridsteo, formacdo de hematoma, edema e dor. Esta lesdo vascular torna o
meio hipoxico e acido, resultando em necrose tecidual local, a qual sera removida
por macrofagos de origem hematdgena e leucdcitos polimorfonucleares, de
origem tecidual. Ambos liberam mediadores que estimulam a proliferagcdo de
células reparadoras como osteoblastos, células endoteliais d condroblastos.
Durante esta fase os osteoclastos removem o0 0sso necrético e os fragmentos
teciduais do local. O periésteo e o enddsteo locais, em um periodo de trés a
guatro semanas, respondem com intensa proliferacdo de fibroblastos e
frequentemente condroblastos, formando uma matriz rica em glicoproteinas e
colageno, no interior da qual crescem novos vasos sanguineos. A atividade
proliferativa da camada osteogénica do periosteo produz um colar de calo mole
externo que une e estabiliza o local da reparacdo. Na fase da formacdo do calo
duro, trés a quatro semanas apoés, este tecido € gradualmente convertido em
tecido Osseo imaturo, com osteogénese e condrogenese. Os osteoclastos
continuam a remocdo do tecido necroético local até a formacdo de uma unido
O0ssea consistente em um periodo de dois a trés meses (VAN LENTHEA,

GHAGENMULLERA & BOHNERD, 2007; KONIG JR, 2010).

Assim, as areas de cirurgia e implantologia apresentam demanda por
selecionar materiais ceramicos ou compositos que apresentam melhores
propriedades osteocondutivas a fim de se acelerar a osteogénese e aumentar a

osteintegragédo (MIDDLETON & TIPTON, 2000, SUN, MEI & SONG, 2006).
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As analises dos resultados e das discussdes permitem ressaltar o seguinte:

As andlises fisico-quimicas da poli-(e-caprolactona) (PCL) sintetizada pelo
método do iodo mostraram uma boa concordancia com os valores analiticos
do polimero comercial Sigma®.

As particulas das matrizes obtidas para o compdsito poli-(e-caprolactona) /
hidroxiapatita (PCL/HA) mostraram uma estrutura macroporosa com diametro
médio de 5 a 10 um, favoravel ao crescimento do tecido 6sseo.

O teste de citotoxicidade nas amostras iniciais do PCI/HA sintetizado mostrou
uma toxicidade devido a taxa de iodo utilizada na sintese e que uma vez
purificada, o PCl mostrou-se sem nenhuma citotoxicidade.

Os estudos de genotoxicidade in vitro, para deteccdo de micronudcleos, com e
sem ativagcdo metabdlica, apresentaram resultados negativos para as
concentragbes de PCL/HA testadas. Nao houve evidéncias de
carcinogenicidade e mutagenicidade.

O estudo de imunotoxicidade in vitro por meio do teste de enzimaimunoensaio
de deteccao dos niveis de prostaglandina E2 em cultura celular demonstrou
ndo haver acdo toxica do PCL/HA sobre o sistema imunoldgico sem
evidéncias de possiveis atividades inflamatoérias ou de hipersensibilidade.

Na avaliacdo da hemocompatilidade das superficies das pastilhas de PCL/HA,
a auséncia de adesdo de plaguetas mostrou que as mesmas nao sao
trombogénicas.

Nos testes de biocompatibilidade in vivo, de irritacdo dérmica e toxicidade
sistémica os resultados para as amostras de PCIl, PCI/HA e PCI /SI, nos
modelos animais de ratos e coelhos estudados, ndo houve alteracéo entre os
grupos e parametros avaliados. As amostras foram classificadas como néo
irritante e de toxicidade aguda baixa.

No teste de atividade antimicrobiana com Staphilococcus aureus foi
demonstrado a sensibilidade as diferentes concentracdes de vancomicina no
composito PCI/HA/NVancomicina. Este resultado mostra que a incorporacao do
antibidtico vancomicina a matriz do compésito PCL/HA foi efetiva e pode vir
apresentar papel significativo na prevencao de infeccbes apds procedimentos
de implantes.

Na andlise da biodegradacéao in vitro para os testes de degradacéao hidrolitica
e enzimatica, a perda maior de massa das amostras na solucédo enzimatica sé
apareceu nos tempos mais longos de exposicéo.

Nos resultados dos implantes realizado em tibias de coelho, os dados dos
exames radiolégicos e analise macroscoépica indicaram que a técnica cirargica
e o0s procedimentos pré e pos-operatério foram adequados. A formacéo dos
calos corresponde a fase proliferativa da cicatrizacao.
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e Por ndo ter apresentado fraturas ou fissuras o material possui um moddulo
eldstico compativel com do 0sso. Isto demonstra que o compdsito possui um
grande potencial como biomaterial, promovendo uma facilitagdo na formacao
do tecido d6sseo e com rigidez mais semelhante ao tecido 6sseo quando
comparada aos implantes metalicos.

e Pela analise histopatolégica, ndo foram observados sinais de degeneracao
tecidual, infiltracdo gordurosa, fibrose ou granuloma. Observou-se na regiao
da interface osso-implante de animais do grupo experimental a presenca de
camada de osteoblastos indicando neoformacéo de tecido 6sseo.

e A macroporosidade presente nas amostras de PCL/HA e auséncia de ativacéo
imunolégica toxica parecem indicar caminhos de acesso para o0 crescimento
do tecido Osseo, que facilmente penetra pelos poros, estabelecendo o
processo de osteoconducéo.

Assim, podemos concluir que o polimero sintetizado poli(e-caprolactona) (PCL), e
seus compositos com hidroxiapatita (PCL/HA) e vancomicina (PCL/HA/VC), possui a

biocompatibilidade desejada para um biomaterial de acordo com a 1SO. 10.993.

A porosidade presente no polimero estudado indica o grande potencial do biomaterial
para a engenharia de tecidos, uma vez que estabelece o processo de biodegradacéo

e osteoconducdo comprovado pela neoformacéo do tecido 0sseo.

Como trabalhos futuros continuaremos a fase de avaliacdo de avaliacdo pré-clinica e
daremos inicio a fase clinica dos prototipos de pinos implantaveis com especialistas
médicos e dentistas. Esta avaliacdo servira para que sejam realizadas alteragdes,
correcles e melhorias na sintese das matrizes objetivando o uso do PCL em

diferentes aplicacdes clinicas.
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