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RESUMO

Objetivo

Blendas biodegradaveis e bioabsorviveis de policaprolactona e NAFION® foram
utilizadas como materiais de implantes. A policaprolactona possui alta crista-
linidade, o que garante um processo de degradacao relativamente lento quando
implantada em sistemas biolégicos. A utilizacdo do NAFION® teve por finalidade
a avaliacao da influéncia de um polimero condutor i6nico sobre a taxa de
deposicdo de células que constituem o tecido 6sseo e, portanto, sua restauracao.
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Métodos

Foram realizados testes in vivo com blendas, em ratos, contendo 90% e 70% em
massa de policaprolactona como materiais de implantes em fraturas 6sseas em
ratos.

Resultados

Nos implantes dos corpos de prova na composicdo 70/30 policaprolactona/NAFION®,
foi observada ao final de 32 semanas, a presenca de osso neoformado dentro do
polimero, atuando, assim, como estrutura de suporte temporario. Entretanto,
nos implantes realizados com a blenda contendo 90% de policaprolactona nao
se observou a presenca de osso neoformado no interior do polimero.

Conclusao

A blenda na composicao 90/10 policaprolactona/NAFION®, ndo favorece a
migracao e o crescimento celular.

Termos de indexacdo: implantes absorviveis; materiais biocompativeis;
policaprolactona; ratos.

ABSTRACT

Objective

Biodegradable and bioreabsorbable blends of polycaprolactone and NAFION®
were tested as implant materials. Polycaprolactone presents high crystallinity,
which ensures a relatively slow degradation process when it is implanted in
biological systems. The purpose of using NAFION® was the evaluation of the
influence of an ionic conductive polymer on bone tissue cell deposition rate
therefore, bone defect repair.

Methods
In vivo studies were carried out in rats with polycaprolactone/ NAFION® blends

containing 90% and 70% of polycaprolactone as materials for bone defects
repair.

Results

After 32 weeks, the formation of new bone inside of the implant of
polycaprolactone /INAFION® 70/30 blends was observed, showing that these
polymer blends act as a temporary support structure for bone regeneration. In

the implant of polycaprolactone /INAFION® 90/10 blends this behavior was not
observed.

Conclusion

This blend composition of polycaprolactone/NAFION® 90/10 is not suitable to
allow cell growth.

Indexing terms: absorbable implants; biocompatible materials, policaprolactone,
rats.

INTRODUCAO

Na ocorréncia de fraturas comuns, quando
0ss0s longos, como a tibia, sdo lesados, ocorre lesdo
de tecidos moles associados, vasos sangiineos,
destruicdo da matriz 6ssea, do enddsteo e do

periosteo, junto ao local do osso fraturado. Nesses
casos, o procedimento para se restabelecer as fun-
¢bes consta da aproximacao e da imobilizacao das
extremidades 6sseas.

O periésteo e o endoésteo junto a éarea
fraturada respondem com intensa proliferacao,
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formando um tecido muito rico em células que
constituem um colar em torno da fratura e que
penetra entre as extremidades 6sseas rompidas do
local. Surge, portanto, um tecido 6sseo imaturo que
pode ter inicio por ossificacdo endocondral ou por
ossificacdo intramembranosa, formando um calo
6sseo gue se une provisoriamente as extremidades
do osso fraturado. A remodelacdo do calo 6sseo
ocorre a medida que o 0sso volta gradualmente as
suas atividades'?. Em geral, sdo necessarias de seis
a oito semanas para o desenvolvimento de novo
tecido 6sseo?.

Em fraturas de ossos compactos nos quais
ocorre perda substancial de tecido ¢sseo, os proce-
dimentos habituais de aproximacao das extremidades
nao sao utilizados. Como recurso de reconstituicao
da peca 6ssea, podem ser utilizados auto-enxertos
0sseos. Nesses casos, 0 enxerto ¢sseo é fixado na
sua nova posicao e somente as células osteogénicas
do periésteo, endoésteo e ostedcitos préximos as
superficies banhadas pelo liquido tissular possuem
condicbes favoraveis de sobrevivéncia.

Diante desse quadro, as células da camada
osteogénica provenientes do periésteo, do enddsteo
e da medula do osso hospedeiro se proliferam e
migram em direcdo ao auto-enxerto, formando novas
trabéculas 6sseas, que, apos algum tempo, aumen-
tam em comprimento e em espessura e vao se deposi-
tando sobre o enxerto. Dessa forma, o novo tecido
6sseo é formado e o enxerto é lentamente reabsorvi-
do. Portanto, nesses casos os enxertos atuam como
estrutura de suporte provisério e temporario e tam-
bém permitem a migracdo de células osteogénicas
que dardo origem a novo tecido ésseo no local®.

Em situacdes nas quais nao ha possibilidade
para realizar o auto-enxerto, o auxilio para o reparo
de fraturas 6sseas pode ser obtido com a utilizacao
de materiais sintéticos biocompativeis.

Os materiais hibridos organo-inorganicos
biorreabsorviveis preparados pelo processo sol-gel
tém-se mostrado adequados para o desenvolvimento
de dispositivos temporarios usados em osteossintese;
a fase organica é reabsorvida e a fase inorganica
pode atuar como suporte ou mesmo facilitar a
formacao de tecido 6sseo. O processo sol-gel é

caracterizado pela ocorréncia de duas reacdes, uma
de hidrélise e outra de condensacdo. O material organi-
co, em geral um polimero, entra na fase de conden-
sacao e é incorporado a rede tridimensional formada
por um 6xido metalico ou um éxido de silicio®.

Neste trabalho, testou-se a utilizacdo de
blendas de PCL e NAFION® obtidas pelo processo
sol-gel na presenca do 3-aminopropiltrietoxissilano
(3-APTEQS). As blendas foram utilizadas como
material de reposicdo éssea em fraturas com perda
6ssea em tibias de rato. Esse sistema polimérico tem
sido investigado também quanto as suas propriedades
fisico-quimicas. Em um trabalho prévio, as blendas
foram caracterizadas por testes de solubilidade,
analise termogravimétrica e calorimetria diferencial
de varredura®.

A policaprolactona (PCL) foi escolhida por
apresentar alta flexibilidade e cristalinidade, que
garantem um processo de degradacao relativamente
lento quando implantada em sistemas bioldgicos.
Esse polimero pode conter grupos terminais hidroxi-
licos ou vinilicos dependendo do mecanismo de poli-
merizacao, sendo ambos reativos frente a alcoxissila-
nos, podendo ser incorporado a rede de silica®®.

A utilizacdo do NAFION® teve por finalidade
a avaliacao da influéncia de um polimero condutor
idnico sobre a taxa de deposicdo de células que
constituem o tecido 6ésseo e, portanto, a restituicao
do mesmo. O NAFION® é um ionémero com uma
cadeia polimérica similar ao Teflon®, possuindo o
acido sulfénico como grupo terminal, o que permite
a sua incorporacao a rede de silicio’®'". A condutivi-
dade i6nica de materiais hibridos organo-inorganicos
a base de NAFION® obtidos pelo processo sol-gel
também foi investigada'?.

Qutros tipos de sistemas bioabsorviveis a base
de poli(L-acido latico) tém sido objeto de estudo,
visando serem utilizados como suporte para a cultura
de células' e em implantes em defeitos produzidos
na tibia de ratos'.

METODOS

As blendas PCL/NAFION® contendo 10,0% e
30,0% de NAFION® e 2,5% em massa de 3-APTEQOS
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foram preparadas em solucao pelo processo sol-gel.
A policaprolactona (PCL) com massa molar (Mw) de
80 000g/mol, o NAFION®, 5,0% (m/v) em solvente
contendo alcoois alifaticos e cerca de 20,0% de dgua
de equivalente grama 1100, e o 3-aminopropil
trietoxissilano (3-APTEQS) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich e utilizados como recebidos.

Num procedimento de preparacao tipico, as
blendas foram obtidas a partir da mistura da solucao
de NAFION®, e uma solucao de PCL a 5% (m/v) em
tetrahidrofurano (THF) previamente destilado. O
3-APTEQS foi parcialmente hidrolisado em solucao
de THF antes de ser adicionado as blendas. Utilizou-
-se meio mol de &gua para cada mol de 3-APTEOS
agitando-se a solugao durante 30 minutos. Apos esse
periodo adicionou-se a PCL e o NAFION®, agitando-
-se por trés horas. As misturas foram entao colocadas
em placas de Teflon® tampadas e permaneceram
em repouso durante 24 horas. Depois desse periodo
as tampas foram retiradas e as placas contendo as
blendas ainda liquidas foram deixadas em um
recipiente contendo atmosfera saturada por solvente
durante 24 horas. Apdés essa etapa as amostras foram
secas ao ar por 48 horas e em seguida em estufa a
vacuo por 8 horas a 30°C. Foram preparadas tam-
bém blendas contendo 10% e 20% em massa de
NAFION® e 10% do 3-APTEOS.

As blendas foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura (SEM). As amostras foram
fraturadas em nitrogénio liquido. A superficie de
fratura foi metalizada com ouro, e posteriormente
analisada em um microscépio eletrénico de varredura
Jeol JSM T-300.

A condutividade i6nica das blendas de
PCL/NAFION® foi medida utilizando-se a técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica.
Medidas de impedancia eletroquimica foram feitas
a 25°C, umidade de 50%, com os filmes prensados
entre dois eletrodos de aco inoxidavel (diametro igual
a 1cm) e fixados em uma cela rosqueéavel construida
em Nylon. As medidas foram feitas usando-se um
potenciostato/galvanostato com analisador de
resposta de freqiéncia PGSTAT 20 Autolab Eco
Chemie, interfaceado a um microcomputador. A
faixa de freqgiéncia analisada foi de 10" a 10%Hz,

com potencial aplicado de OV e amplitude de 0,010V.
A espessura das amostras variou de 0,5 a 0,75mm.

Ensaios de citotoxicidade foram realizados
para as blendas PCL/NAFION® contendo 10% de
3-APTEOS e 10% e 20% em NAFION®, preparando-
-se uma suspensao celular de NCTC — clone L929
da ATCC-CCL1, de 2,5x10° células/mL. Distribuiram-
-se 200uL dessa solucdo em cada poco (5x10%célu-
las/poco), os quais continham os controles positivo e
negativo, e as amostras a serem testadas (triplicatas),
com dimensdes de 1 x 1 x 0,005cm. As amostras
foram previamente esterilizadas em luz UV por duas
horas. A microplaca foi colocada em incubadora
Umida contendo 5% de CO,, a 37°C durante 24
horas, visando a ocorréncia de adesao das células.

Apds a adesdo das células na placa, o meio
de cultura foi desprezado e 200uL de cada diluicdo
foram colocados em contato com as células aderidas
em cada poco, em triplicata. A placa foi mantida
em estufa Umida a 37°C e atmosfera com 5% de
CO, por 24 horas. Decorrido esse periodo os meios
foram trocados por meios de cultura-uso contendo
50ug do corante vermelho neutro/ml e incubados
por trés horas. Apds captacdo do corante a placa foi
lavada com uma solucao de CaCl, em formaldeido
e em seguida cada pogo recebeu 200uL da solucdo
de 4cido acético em etanol. A placa foi agitada por
10min e levada para um leitor de ELISA em 540nm
e filtro de referéncia de 630nm.

Foram utilizados 20 ratos albinos (Rattus
norvegicus), machos, adultos, da linhagem Wistar,
ndo isogénicos, pesando 270 + 10 gramas, prove-
nientes do biotério do Campus Il da Pontificia
Universidade Catolica de Campinas, adaptados ao
biotério do Laboratério Experimental de Fisiologia da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas por um periodo de
15 dias antes do inicio do experimento, mantidos
em ambiente controlado claro-escuro por periodo de
doze horas cada e ventilacdo adequada, recebendo
agua e racao ad libitum. Os ratos foram divididos
em guatro grupos experimentais de cinco animais
cada um, assim estabelecidos em funcao do tempo
de permanéncia dos corpos de prova implantados
nas tibias das patas direita e esquerda. Os materiais
implantados permaneceram 4, 8, 16 e 32 semanas.
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Depois de pesados, os animais foram subme-
tidos a anestesia geral por solucao de Cloridrato de
Xilasina a 2% e Ketamina administrado por via
intramuscular na dose de 1,5ml/kg de peso corporal.
Posteriormente foram colocados em placa de
contencao na posicao de cubito dorsal e tiveram as
patas traseiras tricotomizadas. Apds assepsia do local,
realizada com solucao a 1% de PVPI adquirida do
laboratério farmacéutico Rioquimica, foi feita, com
auxilio de uma tesoura de ponta fina, uma incisao
na pele de aproximadamente 1cm, paralelamente
ao longo do eixo da tibia. Com o auxilio de um bisturi
o tecido muscular foi secionado até a exposicdo do
periésteo. Com o uso de um minimotor de baixa
rotacdo e uma broca com 3mm de diametro, foi
produzida uma cavidade no terco superior da tibia
de modo a permitir a introducdo do corpo de prova.
Esse procedimento foi realizado nas duas patas
traseiras de cada animal.

Na pata traseira direita foi implantado o
corpo de prova 90/10 PCL/NAFION® 2,5% m/v de
3-APTEOS e na pata traseira esquerda o corpo
70/30 PCL/NAFION® 2,5% m/v de 3-APTEOS.
Posteriormente o tecido muscular e a pele foram
suturados com fio absorvivel e sobre os cortes foi
aplicada a mesma solucdo anti-séptica. Nas primeiras
48 horas apos a cirurgia, os animais receberam doses
orais de analgésico dipirona. Os animais foram
eutanasiados por aprofundamento de anestesia com
solucdo de Hidrato de Cloral a 10,0% na dose de
400mg/kg de peso corporal, imediatamente apos 4,
8, 16 e 32 semanas dos implantes.

Foram removidos espécimes do tecido conten-
do os corpos de prova e em seguida fixados por
imersao em solucao de formol tamponado a 10%
por 48 horas e posteriormente descalcificados em
EDTA. Finalizado o tempo de descalcificacdo, os
espécimes foram submetidos ao processamento
histolégico para a obtencdo de cortes de 5um de
espessura. De cada espécime, foram obtidas 10
laminas, das quais 5 foram coradas com hematoxilina-
-eosina e 5 foram coradas pelo método de Masson.
As laminas histolégicas foram examinadas ao
microscépio de luz para obtencao dos resultados'™.

RESULTADOS EDISCUSSAO

A morfologia das blendas foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura. Na Figura 1-A
é mostrada a fotomicrografia obtida para a blenda
90/10, onde pode se observar duas morfologias
distintas: uma regido mais porosa e uma mais com-
pacta, contendo poros menores. Essa diferenca de
porosidade deve estar associada ao efeito de
evaporacao do solvente. A evaporacao do THF na
superficie deve ocorrer rapidamente, formando-se
um filme denso, ou pouco poroso, o qual impede a
evaporacdo subsequiente do solvente restante, assim,
a pressao de vapor do solvente deve causar o
desprendimento do filme da placa de Teflon®, com
o surgimento de poros maiores na parte inferior do
filme. A blenda contendo 70% de NAFION®
apresenta poros de tamanho mais homogéneo ao
longo da espessura do filme. Isto pode estar associado
a maior quantidade do solvente presente no
NAFION®, uma mistura de 20% de agua e alcoois
alifaticos. O THF deve se misturar ao solvente do
NAFION®, que possui menor pressao de vapor que o
THF, causando uma evaporacao mais lenta e uniforme
do solvente ao longo da espessura do filme, tornando
sua porosidade mais homogénea.

O primeiro ensaio bioldgico realizado com
esse material foi o teste de citotoxicidade. Para a
realizacao desses ensaios foram escolhidas blendas
contendo 10,0% em massa de 3-APTEQS, e 10,0%
e 20,0% em massa de NAFION®, pois j& se sabe
que tanto a PCL como o NAFION® sdo materiais
biocompativeis, porém a introducdo de um
aminossilano poderia afetar essa propriedade. As
blendas apresentaram um comportamento préximo
ao exibido pelo controle negativo, o que indicou que
esse material ndo apresenta citotoxicidade de acordo
com o teste realizado. Esse resultado garante que
blendas obtidas com menores teores do ami-
nossilano, como a blenda utilizada neste trabalho
(contendo 2,5% de aminossilano), também nao
apresentem citotoxidade.

As laminas histolégicas mostraram-se
qualitativamente semelhantes dentro do mesmo
grupo experimental. Os cortes dos tecidos ¢sseos
foram corados em HE e Masson, no entanto, sdo
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Figura 1. Fotomicrografias obtidas por SEM para as blendas de PCL/NAFION® contendo 2,5% de 3-APTEOS e diferentes teores de NAFION®:
A) 90,0% (x200), B) 70,0% (x100).

apresentadas as fotomicrografias obtidas em Masson,
gue permitem a visualizacdo dos componentes do
infiltrado celular e coldgeno no interior do implante.

Na Figura 2 sdo mostradas as fotomicrografias
dos implantes de PCL/NAFION® 70/30 obtidas em
diferentes periodos de tempo.

Observou-se a proliferacao do periésteo sobre
o infiltrado linfoistiocitario, vasos neoformados e
coldgeno néo organizado, sendo o implante invadido
por macréfagos e colageno, envolvido por fina capsu-
la de natureza fibrilar até a semana 4 (Figura 2-A).

Na semana 8, o polimero apresentou-se
circunscrito por tecido ¢sseo trabecular com pouco
ostedide em seu interior (Figura 2-B). Na semana 16
observou-se o aumento do ostedide e 0sso neofor-
mado dentro do polimero (Figura 2-C) e aspectos
gue aparecem evoluidos até a semana 32 (Figura
2-D).

Pelos resultados (Figura 2) observa-se que a
blenda PCL/NAFION® 70/30 proporcionou a
proliferacao celular no interior do implante, facilitan-
do a neoformacdo 6ssea e mostrando que esse
material atua como estrutura de suporte temporario.

O comportamento celular nos implantes
6sseos realizados com a blenda contendo 90% da
PCL é mostrado na Figura 3.

Observou-se que o polimero foi envolvido por
fina e descontinua camada de tecido dsseo trabecular,

e os osteoblastos margeando as trabéculas até a
semana 4 (Figura 3-A).

Na semana 8, o polimero apresentou-se
circunscrito por camada de tecido fibroso derivado
do enddsteo e por tecido ésseo secundario, além de
células linfoistiocitarias em seu interior que poste-
riormente se reduzem até a semana 32 (Figura 3-B).

Esses resultados mostram que a blenda
PCL/NAFION® 90/10 n&o proporcionou a proliferacao
de células dsseas em seu interior, permanecendo
circunscrita por tecido 6sseo.

Em um trabalho prévio envolvendo ensaios
de cultura de células de osteoblastos humanos nas
blendas de PCL/NAFION®, também foi verificado que
as células crescem de maneira diferente dependendo
da composicao da blenda. Nas blendas 90/10, foi
encontrado um ndmero maior de células, distribuidas
como camadas confluentes e semiconfluentes,
enguanto que nas blendas 70/30, as células foram
observadas principalmente nos poros'®.

A diferenca no crescimento celular nas
blendas PCL/NAFION® pode estar relacionada a dois
fatores principais: a diferenca na porosidade das
blendas 90/10 e 70/30 (Figura 1), e a variacdo na
condutividade i6nica desses materiais. Como
esperado, o aumento no teor de NAFION® nas
blendas causa um aumento em sua condutividade
idnica. No caso das blendas contendo 10,0% e
30,0% em NAFION® (2,5% de 3-APTEQS) a conduti-
vidade passa de aproximadamente 1,5x10'2 S/cm
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Figura 2. Fotomicrografia do implante de PCL/NAFION® 70/30 ap6s: (A) 04, (B) 8, (C) 16 e (D) 32 semanas.
Notas: I: implante; TO: tecido ésseo. Corado com Masson (100X).

Figura 3. Microfotografia do implante de PCL/NAFION® 90/10 apds: (A) 04 e (B) 32 semanas.
Notas: I: implante; TO: tecido ésseo. Corado com Masson (100X).

para 3x10° S/cm. Apesar de a ordem de grandeza teor de NAFION® a condutividade aumenta aproxi-
da condutividade ser pequena, com o aumento do madamente 2 mil vezes.
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N&o foram encontrados na literatura estudos
relativos a utilizacdo de blendas de PCL/NAFION®
em implantes 6sseos até o presente momento.

CONCLUSAO

A utilizacdo da blenda PCL/ NAFION® como
implante em fraturas com perda 6ssea foi realizada
com sucesso em ratos, ndo se observando reacoes
inflamatarias crénicas no periodo de testes. A compo-
sicdo das blendas mostrou-se essencial no desenvolvi-
mento de tecido 6sseo; nas concentracdes testadas,
a blenda na composicdo PCL/NAFION® 70/30
mostrou-se a mais adequada, atuando como suporte
tempordario e facilitando a neoformacao éssea. No
entanto, por serem materiais sintéticos, sua utilizacdo
em implantes ortopédicos em humanos dependera
de testes adicionais para a confirmacdo desses
resultados.
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