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Abstract: Bioresorbable polymers have been used as
medical and odontologic devices to treat osteo
diseases. This work evaluated the osteointegration of
poly(D,L-lactic  acid-co-glycolic  acid) (50/50)
(PLGASO0), in pins form, after implant of tibia rats.
In specific times of postoperative, the implant place
was submitted to preparation for histological
analysis. The obtained results showed formation of
neobone, indicating those materials can be used in
bone tissue engineering applications.
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Introducao

A reconstrugdo de orgdos e tecidos, com o uso de
polimeros  sintéticos bioreabsorviveis, tem sido
intensivamente investigada nos ultimos anos. Conhecida
como Engenharia de Tecidos, a técnica ¢ baseada na
fusdo de trabalhos da area de engenharia ¢ ciéncia dos
materiais ¢ ciéncias da saide. A terapia envolve a
retirada de material bioldgico do proprio paciente,
expansdo in vitro das células vidveis sobre suportes de
polimeros sintéticos bioreabsorviveis (scaffolds), os
quais, através da sua estrutura tridimensional adequada
e das propriedades do material, permitem o crescimento,
proliferacdo e formagdo de um novo tecido biologico
que subseqiientemente ¢ reimplantado no paciente [1].

Dentre os materiais poliméricos  sintéticos
bioreabsorviveis, os poliésteres alifaticos tais como o
poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e outros,
fazem parte do cotidiano dos centros cirirgicos no
mundo inteiro podendo ser utilizados em diversas
aplicagdes no corpo humano, tais como: suturas
cirrgicas, sistemas para liberacdo controlada de drogas,
stents, e dispositivos ortopédicos.

De uma maneira geral, o processo de biodegradagio
e bioreabsor¢ao desses materiais é descrito na literatura
como sendo uma sucessdo de eventos. Exposto aos
fluidos aquosos o material sofre hidratagdo. Pela agua o
processo de degradagdo ocorre através da hidrolise das
ligagdes ésteres, originando produtos na forma de
oligdmeros soluveis e ndo toxicos. A bioreabsorgdo pelo
organismo ocorre quando a degradagdo gera produtos e
subprodutos com as caracteristicas dos metabolitos
organicos, especificamente os acidos do Ciclo de Krebs,

resultando em na eliminagcdo CO, e H,O através da
respiracdo e da urina [2].

Muitos fatores determinam a taxa de degradagdo dos
polimeros bioreabsorviveis. Entre eles podemos
destacar: local de implante, composicao
quimica/esterioisométrica, grau de cristalinidade,
tamanho e geometria do suporte desenvolvido,
porosidade, rugosidade da superficie, energia livre de
superficie, carga da superficie e outros. Atualmente, os
estudos de degradagdo, sejam eles in vitro ou in vivo,
tém sido propostos para estabelecer as relagdes entre
esses fatores. Aplicados aos suportes de polimeros
bioreabsorviveis na engenharia de tecidos, o estudo in
vivo representa a avaliagdo das amostras em sistemas
complexos e que interagem entre si. Nos protocolos de
desenvolvimento de biomateriais ¢é uma etapa
obrigatoria e fundamental [3].

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
interacdo tecido/polimero utilizando-se pinos de
poli(acido lactico-co-acido glicélico) apds implante em
tibia de ratos.

Materiais e Métodos

Suportes de polimeros bioreabsorviveis foram
preparadas utilizando-se poli(D,L-acido latico-co-acido
glicolico) (50/50) (PLGAS50) (Mw 65.000 g/mol),
fornecido pela Purac (Groningen, Holanda). Amostras
densas foram preparadas por fusdo seguida de injecdo
manual em moldes cilindricos utilizando-se uma mini
injetora Mini Max Molder (LMM-2017). Ambos os
materiais foram fundidos a 160 °C e apds a fusdo
injetou-se a massa polimérica no molde, mantido e
resfriado a temperatura ambiente. Amostras porosas
foram preparadas de forma andloga as densas,
adicionando-se, durante a fusdo, citrato trissodico
(Merck), com uma granulometria do sal previamente
estabelecida entre 180 ¢ 250 um, na concentragdo de 2:1
(massa de sal:massa de polimero). Para a retirada do sal,
e conseqiiente formagdo de poros, as amostras foram
imersas, durante 30 h, em agua destilada, drenada e
reposta em periodos de aproximadamente 6 horas. As
amostras foram secas a temperatura ambiente e
submetidas a vacuo.

O estudo in vivo dos materiais foi realizado através
do implante em tibia de ratos de amostras densas e
porosas de PLGAS0 preparadas pelo processo de fusdo,
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com molde de 2 mm de didmetro. Foram utilizados ratos
Wistar de ambos os sexos, com idade e massa de
aproximadamente 3 meses e 400 g, respectivamente. Os
animais sdo provenientes do biotério do Centro de
Ciéncias Médicas e Bioldgicas de Sorocaba, pertencente
a Pontificia Universidade Catolica de Sao Paulo
(CCMB/PUCSP). Os animais permaneceram no biotério
recebendo ragdo comercial e agua ad libitum.

Os ratos foram submetidos a anestesia geral com
uma solucdo de ketamina 5 % e cloridrato de xylazina 2
%, por via intramuscular. Apds a tricotomia ¢ a anti-
sepsia da regido medial da pata traseira, os implantes
foram realizados por uma cavidade de 2 mm no tergo
proximal da diafise tibial. A cavidade foi produzida na
camada cortical atingindo o canal medular permitindo a
introdugdo do material. O procedimento foi realizado
em apenas uma pata para cada rato. O tecido muscular e
a pele foram suturados de forma asséptica. Apos
periodos de 2 dias, 2, 4, 8 e 12 semanas pds-cirurgico,
os animais foram sacrificados por exposi¢do a ambiente
saturado de cloroféormio. O processamento das amostras
consistiu na fixa¢do do material em formol 10 %, por
um periodo de 24 h a temperatura ambiente. A
descalcificagdo foi realizada numa segunda etapa com
uma solugdo de acido nitrico ¢ formol (ambos a 10 %).
Apbs a descalcificacdo as amostras foram desidratadas
por série de etanol e imersas em solucdo de etanol e
xilol por 30 min, e em seguida, xilol puro por 40 min. O
material foi embebido com xilol e incluido em
Histosec® (parafina acrescida de plastificante DMSO —
dimetil sulféxido) por 30 min e em parafina pura por 3
h. Foram realizados cortes histologicos em micrétomo
para preparagdo das laminas. A observacdo foi feita em
microscopio optico Nikon (E800).

Resultados

A analise histoloégica dos implantes densos de
PLGAS50, no periodo de 2 dias, mostra a regido clara
correspondente ao espaco ocupado pelo material
sintético, sendo possivel observar uma invasio celular.
Ao redor do local do implante, observam-se células de
medula oOssea com vasos sanguineos ¢ células
gordurosas (Figura 1A). O implante de mesmo periodo
de suportes porosos mostra a cavidade produzida pela
inser¢do do material. Ha invasdo celular da medula
ossea, entretanto ndo se observa a formagdo de
neotecido (Figura 1B).

No periodo de 2 semanas, a analise das laminas
com implantes de suportes densos mostra a presenga de
células fusiformes provenientes do endosteo no limite
da regido lesada (camada cortical) (Figura 1C). Da
amostra de 4 animais implantados com suportes densos
de PLGASO0, dois apresentaram inchaco na regido do
implante. A Figura 1D mostra a fotomicrografia do
implante de suportes porosos de PLGAS0 com 2
semanas de pos-operatorio. A cavidade produzida para o
implante do polimero estd ocupada por células da
medula oOssea e verifica-se a presenga de células

fusiformes provenientes do enddsteo, com morfologia
semelhante aos implantes de suporte denso.

Apbs 4 semanas pos-operatorias, as fotomicrografias
de implantes densos de PLGAS50 mostram a area de
falha da camada cortical preenchida por neotecido. O
implante do suporte polimérico ndo é mais observado,
sugerindo sua bioreabsor¢do. Dentre os tecidos
formados, verifica-se a presenca de tecido rico em
elementos de medula 6ssea e deposito de fibrina. Nota-
se areas com centro de ossificagdo primaria no local do
implante, com a presenga de vasos sangiiineos e
celularidade intensa (Figura 1E). Em relagdo ao
implante de PLGAS50 poroso (Figura 1F) é possivel
verificar a formacdo de tecido dsseo primario, continuo
com a cortical, na regido da falha, ocupando toda a
regido de implante do suporte. O tecido 6sseo primario
estd separado do tecido dsseo secundario da cortical
pela linha cimentante. Observam-se osteoblastos recém
aprisionados pela matriz dssea, caracteristica de tecido
0sseo primario.

Com 8 semanas de implante, a analise histologica
das amostras de suportes densos (Figura 1G) e porosos
(Figura 1H) n3o mostrou diferengas significativas entre
a morfologia do material. Em ambos observa-se que a
falha produzida foi preenchida por tecido 0dsseo
primario com fibras dispostas em varias dire¢des sem
organizagdo  definida, com muitos ostedcitos
aprisionados, ¢ com continuidade com a cortical na
regido da falha. O tecido primario formado com 4
semanas de implante sugere ser, gradativamente,
substituido por tecido 6sseo secundario, caracterizado
por fibras organizadas em lamelas. As lamelas
observadas estdo dispostas em camadas concéntricas em
torno de canais com vasos, sugerindo a formacdo dos
sistemas de Havers.

Nos implantes de suportes densos e porosos de
PLGAS50 apdés 12 semanas pds-operatorias, ndao foi
localizado o limite da falha na regido cortical para
colocacdo dos suportes, sugerindo que o 0sso encontra-
se em seu estado integro, regenerado (fotomicrografia
ndo apresentada).

Discussao

O processo de neoformagdo Ossea ao redor de
implantes bioreabsorviveis tem sido alvo de interesse de
pesquisadores que realizam testes de biocompatibilidade
de materiais [3]. Tipicamente, o uso de implantes em
tecidos bioldgicos vem acompanhado de uma reacdo
inflamatoria, que normalmente evolui para um
granuloma de corpo estranho. Athanasious et al. [4]
fazem uma revisdao historica da biocompatibilidade e
toxicidade de aplicagdes clinicas de materiais baseados
em PLA e PGA. No reparo de defeitos dsseos, quase a
totalidade dos resultados indica auséncia de reagdes
inflamatorias cronicas ou reagdes de corpo estranho.
Efeitos adversos como a osteolise, observada em alguns
estudos, tém sido atribuidas as técnicas de esterilizagdo
e ao uso de materiais com altas taxas de cristalinidade,
hidrofobicidade e tempo de degradac@o.
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Figura 1 - Corte longitudinal do implante de suportes
PLGAS50 em tibia de ratos Wistar. (A, C, E, G) denso.
(B, D, F, H) poroso. Aumento (A, F) 200x; (B, E, G, H)
100x; (C, D) 400x. Observa-se: (*) a falha para
implante; (setas) células fusiformes provenientes do
endosteo e linha cimentante; (C) capilares sanguineos;
(D invasdo celular; (a) elementos de medula dssea; (b)
deposito de fibrina. HE.

Resultados

Aplicados a engenharia de tecidos 0sseos, suportes
de PLGA tém um efeito de osteocondu¢do. De acordo
com Ohashi et al. [5], o osso formado ao redor dos
implantes tem sua origem a partir das células
osteogénicas presentes no periosteo e endosteo,
estimuladas durante a producdo da falha 6ssea para a
colocacdo do implante. Durante a produgdo das
cavidades na tibia de nossos animais, o periosteo foi
rebatido e, ap6s a colocacdio dos implantes,
reposicionado em seu local original, o que contribuiu
para a ativagdo das células osteogénicas presentes. O
mecanismo ¢ semelhante ao que ocorre na formacdo de
calos 0sseos externos e internos, freqiientes no reparo de
fraturas Osseas.

A velocidade de degradacdo de amostras de
polimeros bioreabsorviveis mostra-se variavel em
estudos in vivo e in vitro em func¢do do local e resposta
fisiologica ao implante. Em estudo realizado sobre o
efeito da taxa de degradagdo in vivo em suportes de

PLGA (50/50) pelo crescimento celular e angiogénese,
[6] discutem a diferenca de velocidade de degradagdo
em funcdo do meio local produzido pelo crescimento
celular e vascularizagdo. Segundo os autores, os maiores
tempos de degradacdo in vivo nas amostras de PLGA,
justificam-se pela condigdo estitica do fluido de
degradacdo in vitro, no qual diminui a taxa de difusdo
dos produtos acidos gerados pela hidrolise, atuando no
efeito autocatalitico dos poliésteres.

Em relagdo a morfologia do suporte, a porosa é
desejavel em muitas aplicagdes na engenharia de
tecidos. Em nosso experimento, as amostras porosas
avaliadas demonstraram intensa invasdo celular. Os
resultados observados sdo consistentes com aqueles
publicados anteriormente, € mostram, em avaliacdes
histologicas, tecido fibrovascular em crescimento dentro
dos poros depois de uma semana de implante em
amostras de PLGA (50/50). O suporte polimérico deve
apresentar uma estrutura de poros uniforme e
interconectada de modo a permitir um crescimento
celular homogeneamente distribuido no dispositivo, de
tal forma a promover a formacdo de uma rede
organizada [7].

Conclusao

A metodologia utilizada neste trabalho se mostrou
adequada para o estudo da reacdo tecidual frente a
implantes na forma de pinos. Houve uma satisfatoria
integracdo do implante com o tecido, o que
proporcionou o crescimento de tecido 6sseo junto aos
implantes, ¢ em alguns casos o implante permitiu o
crescimento de tecido conjuntivo e tecido 6sseo para seu
interior. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem
que os implantes de PCL ¢ PLGA sdo biocompativeis
com potencial de uso na terapéutica de lesdes dsseas de
uma forma geral.
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