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O que sabemos € uma gota; o que ndo sabemos é um oceano.

(Isaac Newton)
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RESUMO

SOARES, Gabriela Borges. Desenvolvimento de Estruturas Poliméricas
Bioativas Macroporosas Destinadas & Engenharia de Tecido Osseo. Porto
Alegre- RS. 2015. Dissertagdo. Programa de Poés-Graduacdo em Engenharia e
Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO
GRANDE DO SUL.

Lesbes em tecido 0sseo chegam a somar 15 milhdes de casos por ano
mundialmente. Diante disso, uma quantidade significativa de transplantes de tecidos
0sseos tem sido realizada nos ultimos anos. Uma alternativa promissora para
enxertos 6sseos esta na area da engenharia de tecidos, que se baseia na utilizacao
de estruturas poliméricas atuando como scaffolds para regeneracao do tecido duro.
O objetivo deste trabalho foi buscar a associacdo entre o copolimero PLGA e a
bioceramica hidroxiapatita com a finalidade de formar uma estrutura polimérica
bioativa macroporosa. A confeccdo foi dada através da dissolucdo de PLGA em
cloroférmio, seguida da adicdo de hidroxiapatita e cloreto de sodio (agente
porogénico). A moldagem das amostras foi realizada por compressao em prensa
hidraulica. Apés, foi feita a lixiviacdo das amostras, seguida do tratamento com
NaOH. Finalmente os compdsitos obtidos foram caracterizados através de MEV-
FEG, visando analisar qualitativamente a morfologia, a porosidade e a
interconectividade dos poros; a hidrofilicidade das superficies foi analisada por testes
de molhabilidade em que foi comprovada a eficiéncia do tratamento quimico; ensaios
de degradacdo hidrolitica realizados em funcdo do tempo revelaram que o
percentual de degradacdo dos diferentes tipos de scaffolds ndo apresentou
mudanca significativa entre os tempos de 14 e 42 dias. O ensaio de degradacéao
hidrolitica constatou ainda que a retencao de liquido fora maior em scaffolds tratados
guimicamente; os ensaios de compressao avaliaram o comportamento mecéanico dos
diferentes tipos de scaffolds confeccionados. Concluiu-se, entdo, que a metodologia
utilizada originou compdsitos macroporosos que podem vir a ser aplicados na

engenharia de tecido 0sseo.

Palavras-Chaves: Biomateriais, Hidroxiapatita, PLGA, Engenharia de tecidos.



ABSTRACT

SOARES, Gabriela Borges. Development of polymeric bioactive macroporous
structures for Bone Tissue Engineering. Porto Alegre - RS. 2015. Master.
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Lesions in bone tissue reach 15 million cases per year worldwide. Thus, a significant
amount of bone tissue transplants have been performed in recent years. A promising
alternative to bone graft is in the field of tissue engineering, which is based on the
use of polymeric structures acting as support for hard tissue regeneration. The
objective of this project was look for the association of the PLGA copolymer, to the
bioceramic hydroxyapatite, to form a polymeric bioactive macroporous structure. The
preparation was made through the PLGA dissolution in chloroform, followed by
addition of sodium chloride and hydroxyapatite (porogenic agent). Molding of the
samples was performed by compression in hydraulic press. After, was performed the
leaching of the scaffolds, followed by treatment with NaOH. Finally the composites
obtained were characterized by FEG - SEM, in order to analyze qualitatively the
morphology, porosity and interconnectivity of the pores; the hydrophilicity of the
surface was evaluated by wettability tests it was proved chemical treatment
efficiency; in vitro hydrolytic degradation assays performed as a function of time
demonstrate that the percentage of degradation of various types of scaffolds did not
showed significant changes between 14 and 42 days. Hydrolytic degradation assays
found yet that the fluid retention was higher in scaffolds chemically treated;
compression tests evaluated the mechanical behavior of different types of scaffolds
made. It was concluded then that the methodology used originated macroporous

composites that may be applied in bone tissue engineering.

Key-words: Biomaterials, Hydroxyapatite, PLGA, Tissue Engineering.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial traz como
consequéncia maiores quantidades de doencas relacionadas a estrutura 0ssea,
inclusive a osteoporose. Isso resulta numa maior demanda pelos setores de
ortopedia, provocando, dessa forma, a necessidade do estudo de materiais
utilizados para substituicdo e regeneracdo de tecido 6sseo [1]. A osteoporose
provoca diminuicdo progressiva da densidade 6ssea e aumento do risco de fraturas.
Atualmente no mundo ha cerca de 200 milhGes de pessoas atingidas por essa
doenca. Apenas no Brasil, cerca de 70 mil pessoas fraturam o colo do fémur por ano
[2]. Fraturas de ossos séo formas muito comuns de lesdes. Dados dos ultimos anos
apontam uma estimativa anual de 15 milhfes de fraturas a nivel mundial, em que
cerca de 10% dos casos necessitam do preenchimento com enxertos [3]. Nos
Estados Unidos, por exemplo, a cada ano, aproximadamente 170.000 fraturas

O0sseas nao atingem a cura (devido a gravidade da lesdo) sem auxilio de enxertos

[4].

A fim de incentivar o processo de cicatrizacdo-regeneracdo 6ssea, enxertos
0sseos sao muitas vezes necessarios. O autoenxerto (ou enxerto autélogo) consiste
em retirar um pedaco de 0sso do corpo do paciente (colhido normalmente a partir da
crista iliaca, do fémur, da tibia ou das costelas) [5] e enxerta-lo para preencher a
area danificada. Como o enxerto € oriundo do corpo do paciente, o risco de rejeicéo
€ muito baixo, porém, apesar do 0sso esponjoso autdégeno ser considerado padrao
para enxertos 0sseos, existem varias limitagdes, tais como a pouca disponibilidade,
0 aumento da perda de sangue ao se operar dois locais no mesmo paciente e o
potencial de vulnerabilidade do local doador. Os enxertos 6sseos também podem
provir de um doador, neste caso sdo chamados de enxertos aldgenos ou

aloenxertos e sao oriundos de um banco de ossos humanos. O Brasil conta com
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cinco bancos de ossos ativos: Passo fundo/RS (BTME - Banco de Tecidos
Musculoesqueléticos Hospital Sdo Vicente de Paulo), Marilia/SP (UNIOSS), USP/SP
(Banco de Tecidos do 10T), Santa Casa/SP (Banco de Tecidos Salvador Arena) e
Rio de Janeiro/RJ (Banco de Tecidos Musculoesqueléticos / Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia) [6]. Todavia, enxertos alégenos também séo
problematicos devido aos riscos de infeccdo, transmissdo de patégenos e rejeicao
imunologica [7-8]. No primeiro semestre do ano de 2014 foram realizados 10.388 mil
transplantes 6sseos em nosso pais, sendo que 761 foram para as cirurgias
ortopédicas e 9.614 para as odontoldgicas. Dentre os estados que mais
transplantaram tecido 6sseo estdo S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro,
com, respectivamente, 9.751, 322 e 310 transplantes realizados. Assim como na
doacédo de 6rgdos, a demanda por tecidos musculoesqueléticos, incluindo tecidos
0sseos, esbarra na falta de informacgéo por parte de familiares e profissionais [9].
Portanto, o método da criagdo de enxertos 6sseos artificiais que possam reproduzir
as caracteristicas de 0sso é uma grande opcao para a profissdo médica [4]. Além do
mais, lesdes 6sseas normalmente causam dores e perda de mobilidade. O dano e a
perda de tecidos levam a alteracdes metabdlicas e estruturais que podem causar
doencas significativas e diminuir a qualidade de vida [10]. A vista disso, a
engenharia de tecidos fornece substitutos biolégicos e fisioldgicos que podem suprir
a perda de tecido devido a doencas ou a acidentes. Entretanto, as propriedades
mecanicas de resisténcia, dureza, superficie e médulo de elasticidade de polimeros
comumente utilizados (tais como PMMA, PET, PGA, PLA e PLGA), normalmente,
sdo menores do que as propriedades do osso natural. Por conta disso, nos ultimos
anos, polimeros tém sido aplicados juntamente as ceramicas para reconstituicdo de
tecidos, tais como 0sso, cartilagem, tenddes e ligamentos. Isso implica na melhoria
das propriedades mecéanicas do scaffold em comparacdo com a matriz de polimero
puro [10].

Para ser considerado um scaffold ideal, o material deve apresentar
caracteristicas como morfologia e propriedades mecanicas semelhantes as do tecido
a ser restaurado. Transi¢cdes nas propriedades mecanicas, nas taxas de degradacéo
e nas propriedades de crescimento interno das células podem ser realizadas através

de implantes com gradientes de composicdo e/ou porosidade variaveis [11].
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Dentro da engenharia de tecidos séo utilizados polimeros biorreabsorviveis
com diferentes pesos moleculares, cristalinidades, propriedades mecanicas e
tempos de absorcdo. Entre os polimeros mais aplicados estdo o acido polilactico
(PLA) e o acido poliglicélico (PGA), que podem ser fabricados separadamente ou em
combinacdes com os seus isdbmeros (originando assim o Acido poli (glicolico-co-
latico), PLGA) [12,13].

Paralelamente aos polimeros biorreabsorviveis, apatitas de fosfato de calcio,
como a hidroxiapatita (HA), tém sido largamente estudadas para a reparacédo e
substituicdo de tecidos 6sseos danificados ou traumatizados [14]. A semelhanca da
HA com os fosfatos de célcio do osso real inspira pesquisadores a utiliza-la para
aplicacdes biomiméticas [4,15,16]. A engenharia de tecidos apresenta uma
alternativa ao tratamento de lesBes Osseas utilizando compdsitos de polimeros
biodegradaveis, como o &cido poli (latico-co-glicolico) e fosfatos de céalcio, como a
hidroxiapatita. A combinacéo das caracteristicas de ambos 0os materiais possibilita a
elaboracdo de scaffolds poliméricos que apresentem propriedade mecanica,
biocompatibilidade e biodegradabilidade apropriadas quando se tem como finalidade
a engenharia de tecidos [10,17]. Uma excelente alternativa para enxerto 0sseo é
desenvolver materiais a base de polimero contendo reforcos mais duros e mais
fortes que o préprio polimero com constituintes tais como fibras, cristais, ou

particulas [4].

A hidroxiapatita tem uma elevada resisténcia mecanica, semelhante ao
mineral natural dos o0ssos. A combinacédo do biopolimero PLGA com bioceramicas
tais como a HA pode produzir um biomaterial vantajoso para aplicacdes na area
biomédica [18]. Por conseguinte, € importante que o material escolhido como
enxerto seja facilmente colonizado pelas células, de modo que 0 0SSO possa
regenerar e vir a substituir o biomaterial. Para isso, é necessario que o material seja
poroso, mas também reabsorvivel, para ser substituido pelo tecido 6sseo. A
presenca da porosidade permite que as células migrem para o material inteiro e nao
unicamente na superficie. Os poros sao caracterizados pelo seu volume, seu
tamanho, sua forma e também pelas conexdes que existem entre eles. A porosidade

ird influenciar a reabsor¢do do material pelo organismo. Torna-se importante



17
coincidir a taxa de reabsorcéo do polimero com o tempo de regeneracgéo de tecido
0sseo a fim de néo interferir na formacéo do tecido e nem, ao contrario, desaparecer
muito rapidamente a ponto de n&do servir como um suporte para a regeneracao
6ssea [19,20]. E desejavel que este tipo de biomaterial seja reabsorvido lentamente
e substituido por um tecido natural. Isso significa que o sistema biorreabsorvivel
interno deve manter a estabilidade dos fragmentos durante o processo de reparacao
do osso, com a funcéo de transferir gradualmente a tensdo ao 0sso na medida em

gue o sistema esta sendo reabsorvido pelo organismo [12, 21,22].

O objetivo deste trabalho é confeccionar e caracterizar compdsitos bioativos
dotados de alta porosidade associando o acido poli (latico-co-glicélico) a
hidroxiapatita, visando a aproximacdo das propriedades do osso real, tais como
caracteristicas de morfologia, composicéo e propriedades mecanicas. A confeccdo
dos scaffolds sera dada primeiramente a partir da dissolucdo do polimero em
cloroférmio, seguida da adicdo da bioceramica (HA) e de um agente porogénico,
(NacCl).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como finalidade desenvolver estruturas poliméricas
tridimensionais providas de alta porosidade, aliando o acido poli (latico-co-glicélico) a

hidroxiapatita para futura aplicacdo na area de engenharia de tecido 6sseo.

2.1. Objetivos Especificos

- Confeccionar scaffolds macroporosos aliando PLGA a HA;

- Confeccionar membranas porosas a partir de solucado de PLGA e NaCl;

- Realizar tratamento quimico em scaffolds em solucéo de hidroxido de sodio;

- Comparar molhabilidade de scaffolds tratados e nédo tratados quimicamente

através da analise de angulo de contato;

- Caracterizar a morfologia dos scaffolds (avaliando rugosidade, porosidade e

interconectividade de poros);

- Realizar ensaio de degradacdo hidrolitca em funcdo do tempo,

acompanhando possiveis mudangas no pH da solucao;

- Avaliar o comportamento mecanico atraveés de ensaio de compressao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tecido Osseo

O tecido 0sseo € o tecido mais resistente do organismo humano. Sua funcao
baseia-se no suporte de tensdes e forcas, além de protecdo e locomocao.
Sobretudo, o tecido 6ésseo € um importante meio de armazenamento de minerais e
possui também funcdo no equilibrio organico. Ossos compdem-se de uma matriz

organica resistente, fortalecida por depdsitos de sais de calcio [23,24].

O esqueleto humano possui uma pluralidade de fungoes:

- E um dos principais 6rgéos para a homeostase do célcio (processo de regulacgéo
pelo qual o organismo consegue a constancia do seu equilibrio) e um

armazenamento significativo de célcio, fosfato, magnésio, potassio e sodio;

- Proporciona um suporte mecanico para os tecidos macios e é alavanca para a

acdo do musculo, conferindo a rigidez necessaria para o suporte do corpo humano;

- Protege e aloja érgdos como coracdo e pulmao (caixa toracica), bem como o

encéfalo (caixa craniana);

- E o principal local de hematopoese no humano adulto, no qual o tecido esponjoso

de ossos com medula vermelha vem a produzir células sanguineas [23-25].



20

Figura 3.1. Fotografia de fémur humano com um nucleo perfurado removido. Tomografia de raio X:

imagem do 0sso esponjoso retirado do fémur proximal a articulacdo do joelho [26].

A figura 3.1 apresenta um fémur com uma imagem de tomografia de raios X
do o0sso esponjoso removido. O 0SSO esponjoso possui uma rede de poros
interconectados com poros superiores a 500 um com grandes interconexdes entre
eles [26]. A matriz 6ssea é composta por uma parte organica e uma parte inorganica.
Os sais cristalinos depositados na matriz organica do 0sso compdem-se
basicamente de calcio e fosfato e sdo denominados hidroxiapatitas [24,27]. As
principais células presentes no tecido 6sseo sao os ostedcitos (osteoblastos antigos
enterrados na matriz 0ssea), 0s osteoblastos (células mesenquimais), 0s
osteoclastos, e as células de revestimento ésseo, que sdo osteoblastos inativos

localizados na superficie do osso [28,29].

Os osteoblastos e o0s osteoclastos fazem parte do processo de
osseointegracao, estimulando a formacéo de um novo tecido 6sseo, a osteogénese.
Os osteoclastos sdo responsaveis pela remodelacdo e renovacédo do tecido 6sseo.
Sdo células gigantes multinucleadas que sdo especializadas nos processos de
reabsor¢cdo da matriz 6ssea. Osteoclastos e osteoblastos estdo representados na
figura 3.2.
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Osteoblastos Peridsteo fibroso

A\

Figura 3.2. Osteoblastos e osteoclastos no mesmo 0sso [24].

Os osteoblastos criam o0 novo 0sso e sdo responsaveis pela sintese dos
componentes organicos e inorganicos da matriz 6ssea. Além de serem responsaveis
pela formacdo da matriz 6ssea, 0s osteoblastos s&do responsaveis pela sua

mineralizacao [30].

O osso sofre continua deposicao de osteoblastos e ininterrupta absorcédo nos
locais onde o0s osteoblastos se encontram ativos. Uma discreta atividade
osteoblastica ocorre continuamente em todos 0s 0ssos vivos (em torno de 4% de
todas as superficies em qualquer dado momento no adulto) [24]. O osso neoformado
imaturo € o osso recém formado pelos osteoblastos, sendo a base de formacado do
tecido 6sseo maduro. O tecido 0sseo imaturo € gradualmente reabsorvido pelos
osteoclastos e substituido por tecido 6sseo maduro, ou lamelar [30]. Exceto nos
0SSOS em crescimento, as taxas de deposicdo e absorgdo Ossea costumam ser
equivalentes entre si, de modo que a massa total de tecido 6sseo permanece

constante [24].

Os osteoclastos comumente subsistem em massas pequenas, mas

concentradas e, uma vez desencadeado seu desenvolvimento, tais massas
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costumam destruir o 0sso em cerca de 3 semanas. No término desse periodo, 0s

osteoclastos desaparecem e o tunel é invadido pelos osteoblastos; em seguida,
inicia-se o0 desenvolvimento de um novo tecido 6sseo. A deposicao 6ssea, entao,
prossegue por varios meses, ocorrendo o assentamento do novo tecido em
sucessivas camadas de circulos concéntricos (lamelas) sobre as superficies internas
da cavidade. Essa deposicdo do novo tecido 6sseo cessa quando 0 0SSO comecga a

invadir os vasos sanguineos da area [24].

O tecido 6sseo € dividido entre tecido ésseo compacto (ou denso) e tecido
0sseo trabecular (ou esponjoso ou reticulado). Ambos os tecidos apresentam o
mesmo tipo de célula e de substancia intercelular, porém diferem-se por possuirem
uma distinta disposicdo de seus elementos e diferentes quantidades de espacos
medulares. O tecido 6sseo trabecular possui espacos medulares mais amplos,
sendo formado por vérias trabéculas, que dao aspecto poroso ao tecido, conforme
apresentado na Figura 3.3. O tecido 6sseo compacto praticamente ndo possui
espacos medulares, existindo, no entanto, além de canaliculos, um conjunto de
canais que sd@o percorridos por nervos e vasos sanguineos, chamados canais de
Volkmann e canais de Havers. Os o0ssos apresentam grande sensibilidade e
capacidade de regeneracao por possuirem uma estrutura inervada e irrigada [27].

Lacuna contendo ostedcitos

Trabéculas

Sistema de

Havers Canal de Havers

Peridsteo

.,,., 2 Canal de Volkmann

Figura 3.3. Estrutura éssea interna exibindo osso compacto e trabecular [32].
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3.1.1. Enxerto 6sseo

O osso é um dos 6rgaos mais frequentemente reparados no corpo humano
[33]. Os enxertos 6sseos tém sido muito usados para preencher defeitos de 0ssos
causados por trauma ou doenca, tais como fraturas, infecgbes e tumores [34]. As
modalidades de tratamento existentes incluem enxertos autdgenos, aldégenos,
xendgenos e sintéticos. Os tipos de enxertos mais raros sdo 0s xendgenos
(provenientes de doadores de espécies diferentes). Esses sdo normalmente
produzidos a partir de osso bovino cortical ou medular liofilizados. Sua né&o utilizagao

muitas vezes se deve a aspectos culturais e religiosos [35].

Enxertos autdgenos (oriundos do préprio paciente) sdo a escolha clinicamente
preferida para enxerto 6sseo, pois tem a enorme vantagem de histocompatibilidade
sem os riscos de transmissdo de doencas e ainda € o melhor material para
reparacdo 0ssea. No entanto, o tecido autégeno possui a desvantagem de ser um
suprimento limitado. Ademais, ha a necessidade de dois procedimentos cirlrgicos
para a realizacdo de um autoenxerto (0 primeiro para retirada do osso do local
doador e 0 segundo para a insercdo desse tecido 6sseo ja esculpido no local da
falha). Enxertos alégenos (provenientes de doadores de mesma espécie) sao
limitados pelos riscos de transmissdao de doencas e por histo-incompatibilidades.
Embora os enxertos d&sseos aldgenos tenham melhor disponibilidade que
autoenxertos eles possuem a desvantagem de poder acarretar na transmissao de
doencas e causar respostas imunes. No entanto, a disponibilidade limitada de
enxertos naturais requer o desenvolvimento de substitutos OGsseos alternativos.
Enxertos sintéticos a base de materiais ceramicos tém propriedades mecéanicas
significativamente diferentes quando comparados com o tecido 6sseo humano. A
incompatibilidade muitas vezes resulta em falha do implante e, consequentemente,

em uma cirurgia de reviséo [36-38].

O desenvolvimento de materiais biodegradaveis como substitutos 6sseos
para o preenchimento de grandes defeitos tem sido bastante estudado pela

engenharia de tecido O0sseo. Estes materiais devem manter a forca mecanica
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adequada, ser osteocondutores e degradarem-se com uma velocidade controlada
para proporcionar espaco para a formagdo do novo osso [38,39]. Um implante
poroso promove o crescimento de tecido 6sseo também na parte interna da matriz e
funciona fornecendo suporte estrutural inicial ao promover a integracdo do implante
com o osso circundante. A medida que a matriz polimérica se degrada, o tecido
0sseo novo gradualmente infiltra-se na estrutura, de forma que o implante possa ser
completamente substituido pelo osso, sendo assim capaz de suportar cargas de
nivel fisiolégico [36,40]. Compdsitos de polimeros biodegradaveis aliados a
biocerdmicas sdo materiais promissores para enxertos 0sseos e tém sido

extensivamente investigados [38].

3.2. Biomateriais

A utilizac@o de biomateriais é relatada desde entre 1200 e 700 a.C., quando o
povo que habitou a peninsula italica, os etruscos, desenvolveu métodos de
substituices de dentes, utilizando ossos de boi esculpidos. O povo maia, em 600
a.C. alcancou a integracao 6ssea a partir de conchas do mar esculpidas e inseridas
diretamente na mandibula a fim de suprir a falta de dentes, mostrado na Figura 3.4
[41].

Figura 3.4. Fragmento de mandibula do povo maia encontrada na Playa de los Muertos em 1931 [42].

No Egito antigo, utilizava-se linho para realizacdo de suturas, ja na Europa, na
idade média, as suturas eram feitas com 