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INTERACAO DO HIDROGEL DE ALCOOL POLI VINILICO E SULFATO DE
CONDROITINA CONTENDO NANOESTRUTURAS DE HIDROXIAPATITA COM O
TECIDO SUBCUTANEO DE RATOS

RESUMO

Os hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais, formadas pela reticulagdo quimica ou fisica
de um polimero hidrofilico. Estes materiais tem a capacidade de absorver grandes quantidades
de agua e apresentam propriedades estruturais e funcionais semelhantes as de muitos tecidos
moles do organismo humano. Os hidrogéis tem atraido grande interesse na area biomédica, uma
vez que estes materiais tém potencial aplicagdo como scaffolds na engenharia de tecidos moles e
duros. A insercdo de nanoparticulas de hidroxiapatita na matriz dos hidrogéis pode auxiliar nas
propriedades mecénicas bem como na bioatividade do material. Assim o objetivo deste estudo
foi avaliar a interagdo tecidual frente ao hidrogel composto por alcool poli-vinilico - sulfato de
condroitina (PVA-SC) associado com nanoparticulas de hidroxiapatita pura (HAp), constituindo
0 composito PVA-SC-HAp. Foram utilizados ratos Wistar machos pesando de 200 a 250g. No
tecido subcutdneo do dorso de cada animal foram inseridos bastfes de 1,5 cm compostos por
PVA-SC-HAp15 (15% de SC-HAp), PVA-SC-HAp20 (20% SC-HAp) e controles. Ap6s 7, 15 e
30 dias amostras de pele contendo os bastes foram coletadas, fixadas em paraformaldeido 4% e
processadas para inclusdo em parafina. Os cortes histologicos foram corados com Hematoxilina
&Eosina, coloracdo de Azan-Mallory e imunocorados com anticorpo primario anti-osteocalcina.
O composito apresentou microporosidade que ndo favoreceu sua atuagdo como scaffold. Sua
presenca no tecido subcutaneo induziu uma resposta bioldgica, ndo inflamatoria, caracterizada
por aumento de vascularizacdo e celularidade, com desenvolvimento de cépsula fibrosa em
algumas areas da circunferéncia dos bastfes ou deposi¢cdo de matriz acidofila, semelhante a
matriz éssea. Este estudo demonstrou que o biomaterial apresentou morfologia heterogénea e
microporosidade que interferiram na resposta biolégica. O composito foi biocompativel e
apresentou atividade osteoindutora.

Palavras-chave: composito, scaffold, biocompatibilidade, osteoindugdo osteogénese ectdpica.



INTERACTION OF POLY (VINYL ALCOHOL) - CHONDROITIN SULFATE -
NANOCRYSTALLINE HYDROXYAPATITE HYDROGEL WITH TISSUE OF RATS
SUBCUTANEOQOUS

ABSTRACT

Hydrogels are three-dimensional polymeric network formed by chemical or physical cross-
linking of a hydrophilic polymer. These materials have the ability to adsorb large quantities of
water and exhibit structural and functional characteristics similar to those of many soft tissues
of the human body. The hydrogels have attracted much interest in the biomedical field, since
these materials have potential application as engineering scaffolds for soft and hard tissue. The
insertion of hydroxyapatite nanoparticles in the matrix of the hydrogel may assist in the
mechanical properties and bioactivity of the material. So the aim of this study was to evaluate
the tissue interaction of a hydrogel composed of poly (vinyl alcohol) - chondroitin sulfate
(PVA-SC) associated with nanoparticles of pure hydroxyapatite (HAp), constituting the
composite PVA-SC-HAp. Male Wistar rats weighing 200 to 250g were used in the experiment.
In the dorsum of each animal were inserted 1.5 cm rods comprise of PVA-SC-HAp15 (15% SC-
HAp), PVA-SC-HAp20 (20% SC-HAp) and controls. After 7, 15 and 30 days skin samples
containing bats were collected, fixed in 4% paraformaldehyde and processed for paraffin
embedding. The histological sections were stained with hematoxylin & eosin, staining Azan-
Mallory and immunostained with anti-osteocalcin primary antibody.The composite showed
microporosity that did not favor its role as scaffold. It's presence in the subcutaneous tissue
induced a biological response, non-inflammatory, characterized by increased vascularity and
cellularity, with development of fibrous capsule in some areas of the circumference of bats or
deposition of Acidophile matrix, similar to bone matrix. This study demonstrated that the
biomaterial showed heterogeneous morphology and microporosity that interfered in the
biological response. The composite was biocompatible and showed osteoinductive activity.

Key-words: composite, scaffold, biocompatibility, osteoinduction, ectopic osteogenesis.
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1-SIGLAS E ABREVIATURAS

BGP
B-TCP
Ca(OH),
DCM
DRX
EDS

FTIR-KBr
GA

GAG

GalNAc

GlcA

HAp

HE

HCI

HsPO,

MET

MEV

n-HAp

PBS

PVA

PVA-SC
PVA-SC-HAp
RMN CP/MAS*®C
sC

Bone gla protein

3 — tricélcio — fosfato

Hidroxido de calcio

Departamento de Ciéncias Morfoldgicas
Difracdo de raios-X

Espectroscopia por dispersdo de energia

Espectrometria de infravermelho utilizando pastilhas de brometo de potassio
Glutaraldeido
Glicosaminoglicano
N-acetil-D-galactosamina
Acido glucurdnico
Hidroxiapatita
Hematoxilina-eosina
Acido cloridrico
Acido fosférico
Microscopia eletronica de transmissao
Microscopia eletronica de varredura
Hidroxiapatita nanomérica
Tampao fosfato de sodio
Alcool poli vinilico
Alcool poli vinilico — sulfato de condroitina
Alcool poli vinilico — sulfato de condroitina — hidroxiapatita
Polarizacdo cruzada com rotagdo em torno do angulo méagico

Sulfato de condroitina
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2 - INTRODUCAO

O progresso no desenvolvimento de materiais para a reabilitacdo de tecidos perdidos,
indispensaveis na area da satde, tem sido crescente (Mastrogiacomo et al., 2006). O avango na
engenharia tecidual é hoje fundamental para o exercicio da medicina regenerativa e 0 mercado
potencial de produtos desenvolvidos por ela é estimado em cerca de 100 bilhdes de dolares por
ano. A érea de biomateriais é responsavel por desenvolver préteses, lentes, enxertos, stents,
cateteres, tubos de circulacdo extracorpérea, scaffolds entre outros materiais (Soares e Nassi,
2005).

O arcabouco (inglés: scaffold), representa um tipo de biomaterial poroso, com estrutura
tridimensional, que pode ser carregado com células vivas especificas e/ou com fatores de
inducdo ao crescimento, como citocinas, com o intuito de proporcionar regeneracdo do tecido
ou substituicdo do mesmo, de forma natural (Naderi et al., 2014; Spiller et al., 2011). A
interacdo entre a célula e a superficie do substrato é consideravelmente complexa, no entanto o
comportamento das células é fortemente afetado pela composi¢cdo quimica e topografia dos
materiais (Senaratne et al.,2005; Kieswetter et al., 1996). Apesar do uso generalizado de
materiais em engenharia de tecidos, ainda nao existe o biomaterial “padrdo-ouro” que estabeleca
uma perfeita interface com todos os sistemas biolégicos. Assim, hd uma crescente necessidade
de desenvolvimento de novos materiais. A grande vantagem dos polimeros ainda esta
relacionada ao custo do material final e a sua facilidade de producao.

Hidrogéis sdo redes poliméricas altamente hidratadas que tem sido utilizadas como
scaffolds, visto que geralmente apresentam boa biocompatibilidade, elasticidade, boa
permeabilidade aos nutrientes e produtos das células, facilidade de modificacdo quimica além
de apresentarem capacidade de sofrer geleificagdo in situ, que significa que material é formado
por reacdo quimica de forma instantanea (Naderi et al., 2014; Spiller et al.,2011).

Um bio-polimero que pode ser utilizado para sintetizar hidrogéis é o sulfato de
condroitina (SC), um glicosaminoglicano (GAG) composto por unidades alternadas de  (1,4) —
D - acido glucurénico (GlcA) e B (1,3) - N - acetil - D - galactosamina (GalNAc) (Pachuau e
Mazumder, 2013; Vazquez et al., 2013). Este GAG é encontrado tanto em vertebrados como em
invertebrados, distribuido nas matrizes extracelulares de tecidos e cartilagens conferindo
desejaveis propriedades mecanicas para as mesmas. Cadeias de SC estdo envolvidas em
inimeros processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento do sistema nervoso central,
transducdo de sinal, morfogénese, cicatrizacdo de feridas, infecgdes virais e bacterianas (Onishi
et al., 2013; Schiraldi et al., 2010).

Um dos grandes problemas encontrados na utilizagdo do SC como scaffold em meios
fisiologicos é a sua alta solubilidade em agua, o que o torna incapaz de atuar como arcabouco de

sustentacdo. Entretanto, o processo de reticulacdo das cadeias de SC com outros polimeros,
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como o &lcool poli-vinilico (poly vinyl alcohol — PVA), diminui sua solubilidade. O PVA
também pode ser utilizado como scaffold. Tem sido empregado em cartilagem artificial, no
crescimento 6sseo e em valvulas cardiacas (Lee e Mooney, 2001). Apresenta a vantagem de ser
biocompativel e possuir propriedades mecénicas adequadas, entretanto tem a desvantagem de
apresentar baixa adesdo celular devido a sua hidrofilia acentuada (Schmedlen et al.,2002). Sua
associacdo com o SC possibilita a formacdo de um compdsito que contem as caracteristicas
desejadas de ambos os materiais (Lee et al., 2005).

Muitos esforcos tém sido voltados para o desenvolvimento de materiais compostos por
uma ceramica e um polimero hibrido, no qual as particulas de cerdmica bioativas séo
incorporadas nas matrizes de polimeros biodegradaveis. Os materiais & base de fosfato de
célcio, especialmente a hidroxiapatita (HAp), sdo 0s mais empregados para substituir enxertos
autégenos em cirurgias ortopédicas e odontolégicas (Oonishi et al., 1997). A HAp sintética é
biocompativel, ndo é carcinogénica e nem alergénica (Oonishi et al., 1997), além de promover
osteoinducgdo (Kurashina et al., 2002). Recentemente um compdsito, na forma de hidrogel,
composto por PVA-SC-HAp foi desenvolvido para atuar como um scaffold (Cellet et al., 2015).
N&o h4 estudos avaliando a biocompatibilidade e a bioatividade deste composito. Desta forma,
considerando a importancia do desenvolvimento dos biomateriais e a inexisténcia de estudos
com o composito PVA-SC-HAp, o objetivo deste trabalho foi avaliar a potencial capacidade do
composito PVA-SC-HAp atuar como scaffold e verificar sua biocompatibilidade e bioatividade,

in vivo, quando implantado no tecido subcutaneo, em ratos.
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3 - OBJETIVOS

Obijetivo geral:

e O objetivo deste trabalho foi avaliar a potencial capacidade do compdsito PVA-SC-
HAp atuar como scaffold e verificar sua biocompatibilidade e bioatividade, in vivo,
quando implantado no tecido subcutaneo, em ratos.

Objetivos especificos:

e Avaliar sob microscopio Optico a estrutura do compoésito PVA-SC-HAp, com 15 ou
20% de SC-HAp, construidos na forma de bastéo;

e Auvaliar, in vivo, por meio de estudo histolégico e imunohistoquimico as reacdes
teciduais do compésito PVA-SC-HAp com 15 ou 20% de SC-HAp, em tecido

subcutaneo de ratos, a fim de avaliar sua biocompatibilidade e bioatividade;

e Comparar o0s resultados obtidos com as amostras controles compostas de PVA-SC e
HAp em po.
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4 - REVISAO DE LITERATURA

4.1. HIDROGEIS COMO BIOMATERIAIS

Hidrogéis sdo polimeros altamente hidratados formados por ligagbes quimicas ou
fisicas. Constituem materiais potenciais para aplicacdo biomédica devido a suas caracteristicas,
principalmente a de absorverem grandes quantidades de dgua. Com propriedades estruturais e
funcionais semelhantes as de muitos tecidos moles do organismo humano, eles tém atraido
grande interesse na area biomédica, demonstrando potenciais aplicacbes como scaffolds na

engenharia para tecidos moles e duros (Vashist et al., 2014).

Recentemente, hidrogéis a base de polimeros naturais tem recebido mais atencdo na
area médica do que aqueles a base de polimeros sintéticos, muitas vezes em razdo do
comportamento biocompativel e biodegradavel dos polimeros naturais (Swethaa et al. 2010). Os
materiais a base de polimeros naturais incluem polissacarideos (amido, alginato,
quitina/quitosana, sulfato de condroitina) ou proteinas (colageno, fibrina, seda) e uma variedade
de biofibras, tais como as celuloses (Rezwan et al., 2006). Polimeros naturais, muitas vezes
possuem estruturas altamente organizadas que podem orientar as células a se desenvolverem e

ainda estimular uma resposta imune simultaneamente (Cheung et al., 2007).

A “National Institutes of Health Consensus Development Conference” definiu
biomaterial como qualquer substancia (que ndo seja uma droga) ou combinacgéo de substancias,
sintéticas ou de origem natural, que possam ser utilizadas por qualquer periodo de tempo, como
um todo ou como parte de um sistema, tratando, aumentando, ou substituindo qualquer tecido,
6rgdo ou funcdo do corpo (ANVISA, 2012).

A érea referente a engenharia tecidual consiste de trés partes fundamentais: células,
fatores de crescimento e scaffolds. Esses ultimos, também chamados de arcaboucos para
formacdo tecidual, compreendem os hidrogéis. As caracteristicas de um bom material para
funcionar como arcabouco de formacdo devem ser: excelente biocompatibilidade,
biodegradabilidade controlavel, cito-compatibilidade, microestrutura adequada (tamanho dos
poros e porosidade total) e propriedades mecénicas satisfatdorias (Madihally e Matthew, 1999).

A porosidade dos scaffolds ¢ um importante fator no processo de reparo tecidual, em
especial na reparacdo do tecido 6sseo, pois 0 tamanho do poro permite a migragdo celular e

vascular para dentro do material. Tipicamente, um tamanho de poro entre 50-500 pum ¢
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necessario para a penetracdo de células do tecido para dentro do implante (Tarafder et al.,
2013).

42. ALCOOL POLI VINILICO - SULFATO DE CONDROITINA -
HIDROXIAPATITA

O élcool poli-vinilico (PVA) tem sido investigado como scaffold para aplicacdo em
cartilagem artificial, no pancreas, em 0ssos e em valvulas cardiacas (Lee e Mooney, 2001). A
vantagem da utilizacdo de PVA como scaffold na engenharia de tecidos inclui boa
biocompatibilidade e propriedades mecanicas adequadas. No entanto, como PVA é altamente
hidrofilico, apresentando baixa adesao celular (Schmedlen et al., 2002).

O sulfato de condroitina (SC) pertence a classe de polissacaridos complexos naturais
chamados glicosaminoglicanos (GAGs) e é uma complexa macromolécula ndo ramificada
extraida e purificada a partir de varios tecidos. E composto por sequéncias alternadas de
dissacarideos. Dependendo da natureza do dissacarideo, diferentes tipos de SC sdo conhecidos.
Além disso, o0 nimero de unidades de dissacarideos que formam o polimero de SC é outro fator
determinante para a atividade bioldgica e farmacoldgica do mesmo. Como consequéncia, SC
representa uma ampla familia heterogénea de polissacarideos, que variam de acordo com o grau
de sulfatagdo, com a massa molecular, quantidades de acido glucurénico e com a origem do
tecido. (Bauerova et al., 2011).

Lee e colaboradores, 2005, desenvolveram, caracterizaram e testaram in vitro um
hidrogel a base de poli (alcool vinilico) e sulfato de condroitina. A escolha desses componentes
para a formacdo do hidrogel deveu-se ao PVA ter boa biocompatibilidade e forca mecanica, ja a
escolha do SC por apresentar efeito anti-inflamatério em modelos animais e caracteristicas de
interacdo com proteinas relativas a adesdo celular. Os testes fisico-quimicos realizados foram
ensaio de intumescimento, teste mecénico para verificar o modulo de elasticidade, verificagdo
da quantidade de sulfato de condroitina no compdsito e anlise espectrofotométrica. Em relagdo
a cultura celular, foram utilizadas células do tipo BHK (Baby-Hamster-Kidney) e 0s quesitos
avaliados foram numero de células e morfologia. Apds verificacdo dos resultados os autores
chegaram a conclusdo de que os hidrogéis de PVA-SC, sintetizados através de gluteraldeido
possuiam as vantagens de ambos os componentes PVA e SC (Lee et al., 2005).

Em estudo realizado in vitro, Venkatesan e colaboradores, 2012, avaliaram a
proliferacdo celular em quatro tipos diferentes de scaffolds desenvolvidos, sendo eles:
quitosana, quitosana - hidroxiapatita, quitosana - sulfato de condroitina - hidroxiapatita,
quitosana — amilopectina - hidroxiapatita. As células utilizadas no estudo eram do tipo MG-63

(citadas pelo autor como osteoblastos). O grupo que obteve um maior escore em relacdo a



16

proliferacdo celular foi o composto que apresentava sulfato de condroitina em sua composigao.
Ainda em uma parte do mesmo estudo, porém realizada in vivo, os resultados sugeriram que a
adicdo de sulfato de condroitina juntamente com colageno e hidroxiapatita levou a um aumento
da remodelacdo Ossea, aumento da formagdo Gssea e aumento da diferenciagdo celular em
osteoblastos (Venkatesan et al., 2012).

A hidroxiapatita @ uma cerdmica bioativa formada por fosfato de célcio cristalino
(Cay(PO4)s(OH),) e representa um deposito de 99% do célcio corporal e 80% do fésforo
total. Sua utilizacdo em pesquisas relativas a area de biomateriais tém sido de grande interesse
por parte dos pesquisadores, uma vez que 0s resultados obtidos com o material parecem ser
promissores. Ceramicas de fosfato de calcio sdo amplamente utilizadas como substitutos 6sseos.
Quando implantadas em defeitos dsseos, sdo degradadas por processos quimicos e bioldgicos e,
em seguida, substituidas por 0sso neoformado. Algumas ceramicas de fosfato de calcio induzem
a formacdo de o0sso em locais ectOpicos, sem quaisquer agentes osteogénicos adicionais ao
material. Este fendbmeno é chamado de "osteoinducdo”, e a capacidade de osteoinducdo é

chamada de "osteoindutividade" ou " potencial osteoindutor. Osteoinducdo induzida pelo
material foi observada principalmente em animais de grande porte, como cées, ovelhas, suinos,
e babuinos, e com menos frequéncia, em roedores (Tsukanaka et al., 2015).

A hidroxiapatita (HAp) é o componente bioativo mais comumente usado para aumentar
as propriedades de osseointegracdo. Além disso, permite aos biopolimeros reabsorviveis a
possibilidade de serem utilizados como matrizes para a regeneracdo de defeitos dsseos (Persson
etal., 2014).

Em estudo publicado em 2006, Duarte e colaboradores realizaram enxertos de
hidroxiapatita sintética no processo alveolar da mandibula de cées para avaliar o comportamento
do material num periodo de até 120 dias. Vinte e oito cdes adultos pesando entre 10 e 15 kg
foram utilizados. Operou-se um dos lados dos animais deixando o outro como controle para
eventual comparacdo. Os resultados obtidos mostraram uma intensa vascularizagdo entre as
particulas do material, além da formacgdo de o0sso e intensa migracdo de osteoblastos. A
biocompatibilidade da hidroxiapatita permitiu a sua integracdo com o processo alveolar por
meio da formacdo direta de osso lamelar, sendo também verificada a degradacdo da

hidroxiapatita & medida que a neoformacéao 6ssea foi ocorrendo (Duarte et al., 2006).

4.3. TECIDO SUBCUTANEO

A hipoderme ou tecido celular subcutaneo ¢ uma camada de tecido conjuntivo

frouxo localizada abaixo da derme, a camada profunda da pele, unindo-a de maneira pouco


https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_conjuntivo_frouxo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_conjuntivo_frouxo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Derme
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pele
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firme aos Orgdos adjacentes. A depender do estado nutricional e da regido do corpo, a
hipoderme pode conter uma quantidade variavel de tecido adiposo. A hipoderme constitui 6rgdo
interior e ndo pode ser considerada parte da pele (Junqueira e Carneiro, 2013).

Também chamado de sistema tegumentar, trata-se de um conjunto de estruturas que
formam o revestimento externo dos seres vivos. Esse revestimento externo é chamado
de tegumento ou integumento, e nos vertebrados também é chamado de pele. As estruturas que
formam o sistema tegumentar sdo: células, tecido conjuntivo, pelos, escamas, penas, unhas,
chifres entre outros). O tecido subcutaneo € composto por faixas fibrosas de ancoragem da pele
para o fascia profunda, colageno e elastina (Junqueira e Carneiro, 2013).

Em sua maioria, as células presentes no tecido subcutaneo sdo os fibroblastos.
O fibroblasto é a célula constituinte do tecido conjuntivo e sua funcdo é formar a substancia
fundamental amorfa. Tem um citoplasma ramificado e rodeado de um nucleo eliptico contendo
1-2 nucléolos. Os fibroblastos ativos podem ser reconhecidos pela abundante ocorréncia
de reticulo endoplasmatico. Amadurece, transformando-se em fibrécito. E responsavel pela
biossintese de coladgeno do tipo 1. Produz substancia intercelular e origina células de outros
tecidos conjuntivos, sdo responsaveis pela regeneragcdo. Os fibroblastos sintetizam as
proteinas colageno e elastina, além das glicosaminoglicanas e glicoproteinas multi-adesivas que
fardo parte da matriz extracelular. Essas células estdo também envolvidas na producgdo
de fatores de crescimento, que controlam o crescimento e a diferenciagdo celular. Os
fibroblastos sdo as células mais comuns do tecido conjuntivo e sdo capazes de modular sua
capacidade metabolica, a qual vai refletir em sua morfologia. As células com intensa atividade
de sintese sdo denominadas de fibroblastos, enquanto as células metabolicamente quiescentes
sdo conhecidas como fibrécitos (Junqueira e Carneiro, 2013).

Os modelos de estudo para biomateriais visando testar caracteristicas como
biocompatibilidade, potencial osteoindutor, vascularizacdo, formacdo de cépsula fibrosa,
presenca de infiltrado inflamatério entre outras, sdo variados, podendo ser realizados em
diferentes sitios quando trabalhamos com modelos animais. Um desses sitios pode ser o tecido
subcutaneo, onde a possibilidade de formacdo de tecido Gsseo (ectopico), ou seja, fora da
localidade habitual, pode significar um potencial osteoindutivo inerente ao material. Por
definicdo, osteoinducdo é um termo referente a transformacdo de células mesenquimais
indiferenciadas perivasculares em células formadoras de 0sso na presenca de
substancias/materiais em um ambiente favordvel (Gao et al., 2006).

Brito e colaboradores em pesquisa realizada em 2009, avaliaram a biocompatibilidade
de membranas de quitosana implantadas em tecido subcutaneo de ratos. Através de incisdes
realizadas no dorso dos animais foram implantadas membranas feitas a partir de quitosana e as

mesmas coletadas num periodo de até 60 dias. Os materiais foram submetidos a avaliacdo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Estado_nutricional
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_adiposo
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=F%C3%A1scia_profunda&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elastina
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Subst%C3%A2ncia_fundamental
https://pt.wikipedia.org/wiki/Subst%C3%A2ncia_fundamental
https://pt.wikipedia.org/wiki/Amorfa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9olo
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histoldgica e morfométrica e os resultados obtidos serviram para definir o grau de tolerabilidade
ao material pelo organismo dos animais (Brito et al., 2009).

Tsukanaka e colaboradores, em artigo publicado em 2015, testaram o potencial
osteoindutivo do material B-TCP altamente purificado implantado no tecido subcutaneo de duas
espécies de ratos, com duas porosidades diferentes (60 e 75%). O modelo de estudo utilizado
pelos autores mostrou-se efetivo em relagdo a avaliacdo da formacao de 0sso em sitio ectopico,
formacdo vascular nos poros do material implantado, além da avaliacdo da proliferacdo celular
no interior do implante (Tsukanaka et al., 2015).

Ainda a respeito de osteoinducdo em tecido subcutaneo, Barradas e colaboradores em
2012 desenvolveram um estudo para verificar este processo em diferentes linhagens de ratos.
Para isso blocos ceramicos contendo B-TCP foram implantadas no tecido subcutaneo de animais
com 6 e 7 semanas de idade. Blocos ceramicos foram entdo inseridos nas bolsas. Apds sacrificio
dos animais a pele foi imediatamente aberta e os blocos ceramicos (implantes) coletados. Os
resultados mostraram que todos os tipos de linhagens de ratos testadas apresentaram 0SS0 no
tecido subcutaneo dos animais, além disso, demonstraram a eficicia da formacao déssea induzida
pelo B-TCP e a potencialidade dessa formacao, dependente de fatores genéticos (Barradas et al.,
2012).

4.4, TECIDO OSSEO

O tecido dsseo é um tecido conjuntivo dinamico, rigido, que tem a capacidade Unica de
cicatrizar e remodelar sem deixar cicatriz (Titorencu et al.,2014).

Além de atuar como o maior depdsito de calcio e fosfato do corpo humano, 0s 0ssos
exercem funcBes muito importantes no organismo, como alojar e proteger Orgdos vitais,
fornecer suporte estrutural para os masculos esqueléticos e ampliar a forga de contragdo dos
mesmos, funcionando como um complexo sistema de alavancas (Junqueira e Carneiro, 2013).

Como todo tecido conjuntivo, é subdividido em uma matriz composta por proteinas e
fons, e diversos tipos celulares (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos) que atuam na
remodelacéo e sintese do novo tecido 6sseo (Titorencu et al.,2014). Os componentes do 0sso
possuem estrutura na forma de nanocompdsitos orgénicos e inorganicos entrelagadas em uma
matriz 3D, em que a hidroxiapatita nanocristalina e fibrilas de coldgeno se encontram bem
organizados, com uma arquitetura contendo diversas escalas de comprimento, incluindo a nano
escala (Naderi et al., 2014).

No campo da histologia, dois tipos de tecido 6sseo sdo conhecidos: imaturo ou primario,
e 0 maduro, também chamado de secundario ou lamelar. Possuindo 0s mesmos tipos celulares e

uma matriz de constituintes semelhantes, o que os diferencia é a orientacdo das fibras colagenas,



19

estando essas no tecido 0Osseo imaturo dispostas irregularmente, e no tecido maduro,
organizadas em forma de lamelas. Outra diferenca encontrada é que o tecido 6sseo imaturo
apresenta uma menor quantidade de minerais e maiores proporcdes de ostedcitos em relacdo ao
0sso lamelar, que por sua vez, possui fibras coldgenas organizadas em lamelas de trés a sete
micrdmetros de espessura, que ou ficam paralelas umas as outras, ou se dispde em camadas
concéntricas em torno de canais com vasos, formando o sistema de Havers ou &steons
(Jungueira e Carneiro, 2013).

A formacdo de tecido Gsseo, também chamada de ossificacdo ou osteogénese pode
ocorrer de duas formas: ossificagdo intramembranosa, também chamada de endoconjuntiva e
ossoficacdo endocondral (Pretto e Pagnoncelli, 2005).

Tanto a ossificacdo intramembranosa quanto a endocondral ocorrem préximas a areas
de crescimento vascular. No caso da intramembranosa, 0 que ocorre é uma invasdo de capilares
nas zonas mesenquimais e posterior diferenciagdo de células mesenquimais em osteoblastos
maduros. Estes, por sua vez, iniciam um processo de deposi¢do de matriz 6ssea que leva a
formacgéo de espiculas de tecido 6sseo. Essas espiculas crescem e se desenvolvem, por vezes
unindo-se umas as outras, formando entdo trabéculas dsseas. A unido das trabéculas, devido ao
seu aumento em numero e tamanho, forma o tecido 6sseo desorganizado, caracterizado por
apresentar grande quantidade de ostedcitos (Junqueira e Carneiro, 2013; Kanczler e Oreffo,
2008).

A formagdo e o crescimento do esqueleto Osseo sdo guiados pelas propriedades
funcionais dos ossos e cartilagens (Kanczler e Oreffo, 2008). No caso da ossificacdo
endocondral, este processo tem inicio sobre uma peca de cartilagem hialina e é responsavel pela
formagao de o0ssos longos e curtos. E dividido basicamente em dois processos: primeiramente, a
cartilagem hialina sofre modificagdes, ocorrendo hipertrofia dos condrdcitos, reducdo da matriz
cartilaginosa a finos tabiques, mineralizacdo da matriz e apoptose dos condrocitos. Apds a
ocorréncia desse fato, vasos sanguineos e células osteogénicas vindas do conjuntivo adjacente
invadem os locais antes ocupados pelos condrdcitos. As células que vieram do conjuntivo se
diferenciam em osteoblastos e posteriormente comecam a secretar matriz 6ssea sobre o0s
tabiques de cartilagem calcificados (Junqueira e Carneiro, 2013).

Durante todo o processo de reparagdo Ossea a angiogénese desempenha um papel
fundamental, pois 0s vasos sanguineos atuam fornecendo oxigénio, nutrientes, hormdnios,
citocinas, bem como células precursoras de osteoblastos e osteoclastos (Kanczler e Oreffo,
2008).
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4.5. OSTEOCALCINA

Uma forma de verificarmos a presenca de atividade osteogénica proxima a determinado
material é através da imunocoloracdo. Dentro dessa abordagem, marcadores gquimicos para
determinadas proteinas celulares podem ser utilizados. A proteina osteocalcina, também
chamada de Bone Gla Protein (BGP), é a mais abundante das proteinas ndo colagenosas do
0ss0, constituida por uma Unica cadeia de 46 - 50 aminoacidos (Chenu et al., 1994) produzida
por osteoblastos (Chenu et al., 1994; Nakamura et al., 2009), condrécitos hipertrofiados e
odontoblastos (Vieira, 1999). Esta proteina € depositada na matriz, onde atua como um sinal
especifico para migracdo e adesao de osteoclastos, indicando reparo ésseo (Chenu et al., 1994;
Vieira, 1999).

A osteocalcina é um bom marcador ndo invasivo para avaliar a capacidade osteogénica
em estagios iniciais, pois pode ser facilmente medida sem qualquer perda de células, podendo
ser detectada antes da mineralizacdo (Nakamura et al., 2009).
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5- MATERIAIS E METODOS

5.1. SINTESE DOS HIDROGEIS

A obtencdo das nanoparticulas de hidroxiapatita, bem como a sintese de hidrogéis de
sulfato de condroitina reticulados com alcool poli-vinilico (PVA-SC) formando o composto
utilizado nesse estudo (PVA-SC-HAp) foram desenvolvidos no Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringa pela Dr®. Thelma Sley Pacheco Cellet em um projeto

coordenado pelo professor Adley Forti Rubira.

Para a obtencdo dos bastdes foram usados os seguintes materiais: Acido cloridrico,
Acido fosférico, Glutaraldeido, Hidroxido de Calcio, lodo, Poli (alcool vinilico) (Mw 13.000-
23.000), Sulfato de Condroitina, lote B5B234-B.01, fornecido por Solabiad - Maringa/BR
(Mv=22 x 10° g.mol™), tampéo fosfato pH 7,4.

5.2. PROCEDIMENTOS

Sintese de nanoparticulas de hidroxiapatita na superficie do sulfato de condroitina (SC-
HAp)

Para a sintese das nanoparticulas de hidroxiapatita (n-HAp) na superficie do SC, foi
utilizada uma razdo de 60 % SC e 40 % de n-HAp. Inicialmente foi preparada 39 mL de uma
solucdo de acido fosférico (HsPO,) 0,7 mol.L™ contendo 4 gramas de SC. Esta mistura foi
levada a agitacdo até garantir total solubilidade do SC. Separadamente foi preparada uma
solucdo de hidroxido de calcio [Ca(OH),] de concentracdo 0,45 mol.L™. Esta suspensdo foi
agitada vigorosamente e aquecida a 37 °C. Posteriormente, a solugdo de HsPO, e SC foi
adicionada vagarosamente a 100 mL da solucdo de Ca(OH),, até atingir pH 9. O tempo de
reacdo foi de 24 horas a 37 °C. O precipitado formado foi filtrado e posteriormente seco a
temperatura ambiente. O material obtido foi caracterizado por FTIR-KBr, DRX, EDS e

morfologicamente por MET (Cellet et al., 2015).

Sintese do hidrogél de alcool poli-vinilico e sulfato de condroitina contendo

nanoestruturas de hidroxiapatita (PVA-SC-HAp)

Inicialmente foram preparadas duas solucdes aquosas diferentes, uma contendo 18%

(massa/volume) de PVA e outra contendo 20% (massa/volume) de SC-HAp. Em seguida as
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duas solugdes foram misturadas como descrito na Tabela 1. Para esse estudo foram preparadas
duas solugdes com diferentes percentagens em peso de SC-HAp (15% e 20%). Uma solucdo
aquosa de acido cloridrico (HCI) a 5% foi adicionado a estas solugdes, que foram agitadas
durante 1 hora. A seguir, 25% em massa de glutaraldeido foi adicionado, sendo as solugdes
posteriormente vertidas em discos de teflon e caracterizadas através de testes fisico-quimicos.
Para confec¢do do material utilizado no estudo com os animais, ao invés das solugcdes serem
vertidas em discos de teflon, essas foram inseridas em um dispositivo de infusdo intravenosa

(escalpe) com diametro externo de 2,3mm.

Solugdes SC-HAp  SC-HAp
15 20
PVA 18% (g) 8,97 8,44
SC-HAp 20% (g) 1,58 2,11
HCI 5% (g) 0,28 0,28
GA 25% (q) 0,28 0,28

Tabelal. Composi¢do em massa dos hidrogéisSC-PVA-HAp.

Os hidrogéis foram formados apds uma reacdo de reticulacdo durante 12 horas a
temperatura ambiente. Foram entdo imersos em tampéo fosfato de sédio (PBS) pH 7,4 por 48
horas para a remocdo de qualquer tipo de residuo que nédo reagiu. Os hidrogéis foram entdo
secos por 24 horas a temperatura ambiente sob pressdo reduzida. Ap6s a secagem, 0s géis de
PVA-SC-HAp foram armazenados em dessecador até serem caracterizados quanto as suas
propriedades fisico-quimicas. Testes realizados: FTIR-ATR, DRX, EDS, RMN CP/MAS *C e
MEV (Cellet, 2015).

Os compositos foram desenvolvidos para apresentar uma estrutura de arcabouco. O
composito PVA-SC-HAp15 continha poros na ordem de 2um e o comp6sito PVA-SC-HAp20
na ordem de 300nm.

Hidrogéis de poli (alcool vinilico) e sulfato de condroitina (PVA-SC) sem a presenca de
hidroxiapatita também foram sintetizados nas mesmas proporcdes apresentadas na Tabela 1,

com o intuito de serem utilizados para compara¢do com o novo composto.
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Figura 1- Reacdo de reticulacdoutilizandoglutaraldeidopara obtencéo dos hidrogéis de PVA-SC-HAp.

5.3. EXPERIMENTO COM ANIMAIS

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram submetidos ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa, sob parecer n°
137/2014, e foram realizados no laboratério de histotécnica do Departamento de Ciéncias

Morfolégicas (DCM) da instituigao.

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus, variedade albinus) machos, com 90
dias de idade, com peso corporal entre 200 e 250g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram divididos em trés grupos de acordo com o
tempo de avaliacdo: grupo 7 dias, grupo 15 dias e grupo 30 dias. Cada animal recebeu quatro
tipos de materiais, sendo: HAp (pura), PVA-SC-Hapl5, PVA-SC-HAp20 e PVA-SC. Os
materiais, na forma de bastbes, foram implantados no tecido subcutaneo na regido dorsal dos
animais. Todos os materiais utilizados nesta etapa foram esterilizados utilizando 6xido de

etileno.

Para os procedimentos operat6rios, 0os animais foram anestesiados por via intramuscular
com uma associagdo 1:1 de xilazina (0,1ml/100g) e ketamina (0,1ml/100g). Apo6s epilacdo da
regido dorsal (realizada com uma semana de antecedéncia ao procedimento cirdrgico para evitar

estresse demasiado aos animais e uma possivel inflamacdo cutanea indesejada durante a
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cirurgia) e anti-sepsia com iodo topico foram realizadas quatro incisdes transversais na pele,
sendo duas cefalicas e duas caudais, até atingir o tecido subcutaneo. Os materiais na forma de
bastbes de 1,5 cm de comprimento e 0,71mm de didmetro foram completamente introduzidos
pela abertura da incisdo que foi entdo suturada com pontos continuos de Mononylon 4-0
(Ethicon® Johnson, USA, um ponto por incisdo). A regido recebeu aplicacdo topica da solucao
alcodlica de poli (vinil pirrolidona) iodada como medida anti-séptica local.

As quatro incisdes na pele de cada animal receberam o0s seguintes materiais:

e Incisdo cefélica lado esquerdo: Bastdo composto por PVA-SC (poli (&lcool vinilico) —
sulfato de condroitina);

e Incisdo cefélica lado direito: Bastdo de PVA-SC-HAp15 (poli (alcoolvinilico) — sulfato

de condroitina — hidroxiapatital5%);

e Incisdo caudal lado esquerdo: Bastdo contendo HAp (Hidroxiapatita na forma de po,
envolta por uma canula plastica proveniente do envoltério de cateteres intravenosos —
marca SOLIDOR® registro ANVISA: 10237580028 diametro externo de 1,1mm e

interno de 0,7mm).

e Incisdo caudal lado direito: Bastdo de PVA-SC-HAp20 (poli (&lcoolvinilico) — sulfato
de condroitina - hidroxiapatita 20%).
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Figura 2. Esquema da disposi¢do dos materiais inseridos no animal.

Os animais foram observados no periodo inicial da recuperagdo anestésica e em seguida
mantidos em gaiolas individuais em condi¢bes ambientais apropriadas, ciclo claro/escuro de
12/12 horas e temperatura de 20°C, com racdo e &gua ad libitum. No decorrer do periodo
experimental foi realizada avaliagdo clinica, para que se observasse qualquer alteragdo nos

locais onde foram realizadas as cirurgias.

Apobs 7, 15 e 30 dias (n=5 animais/tempo), foram realizadas as eutanasias por meio da
infiltracdo do triplo da dose anestésica da associacdo 1:1 de xilazina (0,1ml/100g) e ketamina
(0,21ml/100g). No momento da coleta do material foi avaliada clinicamente qualquer alteracdo
onde os bastdes foram instalados. Os segmentos de pele, juntamente com tecido subcutaneo
contendo os implantes foram entdo removidos, distendidos em papel cartdo e fixados em

solucdo de paraformaldeido a 4% por 24h.

5.4 ESTUDO HISTOLOGICO

Apos a fixagdo, o material foi processado para inclusdo em parafina. Foram feitos
cortes semi-seriados de 6um no sentido transversal dos bastes. No caso do bastdo contendo
HAp (hidroxiapatita), devido ao fato do material estar envolto por uma cénula plastica,
procurou-se selecionar os cortes provenientes da extremidade do bastdo, para que se fosse

avaliado o material extravasado (hidroxiapatita em pd) em contato direto com o tecido. As
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laminas contendo os cortes histolégicos foram coradas com H&E, pela técnica de Azan-Mallory
e imunocoloracdo com marcador anti-osteocalcina para estudo histolégico (Anticorpo para
Osteocalcina, Santa Cruz Biotecnology, Dallas, Texas, EUA, diluicdo utilizada 1:50).

Estudo histologico: (n=5 animais/ grupo/ tempo de observacao).
Unidade observacional: bastao + tecido
Cortes semi-seriados de 6um analisados como segue:
Microscopia de luz:
e Avaliacdo das caracteristicas morfologicas de cada material,
e Avaliagdo do infiltrado inflamatério, formacdo de colageno, formacdo de cépsula

fibrosa, proliferacdo vascular circundante, presenca de 0sso ectdpico, presenca de
células do complexo osteogénico, diferenciacdo entre os tipos de colageno.

Anélise realizada em microscopio Optico Nikon (Eclipse 80i, Shimjuku, Japdo)
acoplado com camera de alta resolucdo Nikon (DS-Filc, Shimjuku, Japdo) e os resultados

apresentados descritivamente através de fotomicrografias.
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Figura 3. Fotografias do processo cirlrgico realizado nos animais. Em (A) podemos observar o animal
apos epilcdo das duas regides no dorso. Em (B) observam-se as quatro incisdes realizadas, sendo duas
cefalicas e duas caudais, além da aplicacéo de iodo tépico como medida antisséptica. Em (C) notam-se as
duas incisfes cefalicas. Em (D) nota-se o procedimento de inser¢do do bastdo no tecido subcutaneo do

animal. Em (E) notam-se as quatro regiGes operadas e suturadas com fio de mono-nylon e ponto simples.
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6 - RESULTADOS

6.1. ANALISE MICROSCOPICA DOS MATERIAIS

A Figura 4 mostra o aspecto microscopico dos compositos PVA-SC, PVA-SC-HAp e da
canula contendo a HAp pura. Apds processamento histolégico e coloragdo com HE, o
composito PVA-SC apresentou-se como um material homogéneo e basofilico, com grau de
basofilia variavel, quando comparadas as regides central e periférica do bastdo (Figura 4A).

Os bastbes de PVA-SC-HApl5 e PVA-SC-HAp20 apresentaram morfologia
semelhante, ao microscépio Optico. Em todos os casos houve polarizacdo da hidroxiapatita
(Figura 4B, C). Em relacdo a HAp pura, os granulos irregulares e de tamanho varidvel
permaneceram, na sua maioria, no interior dos cateteres. Na extremidade da cénula houve

extravasamento de granulos (Figura 4D).
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Figura 4. Cortes histologicos de bastGes compostos por (A) alcool poli-vinilico - sulfato de condroitina
(PVA-SC); (B, C) élcool poli-vinilico - sulfato de condroitina-hidroxiapatita (PVA-SC-HAp); (D)
hidroxiapatira pura (HAp), na forma granulada. Em (A) a seta representa, no composito PVA-SC, a borda
mais basofilica em comparacéo com o centro mais claro; em (A) e (C), a cabeca de seta indica a presencga
de poros no material; em (B), (C) e (D), o asterisco indica a presenca da hidroxiapatita. Coloragéo:

hematoxilina e eosina. Aumento original: (A e B) 10x; (C e D), 20x.
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6.2. AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

Durante a etapa pds-cirdrgica nenhuma alteragdo comportamental dos animais foi
verificada ao longo dos 30 dias de acompanhamento.

Aos 7, 15 e 30 dias ap6s o procedimento cirurgico foram coletadas amostras contendo
0s bastdes inseridos no tecido subcutdneo dos animais. No grupo 7 dias, p6de-se verificar a
localizagdo dos materiais por meio de palpagdo da pele visto que a regido epilada ainda era
evidente. Nos animais dos demais grupos o crescimento dos pelos dificultou a localizagdo dos
bastdes.

Apos a incisdo da pele, divulséo dos tecidos e localizagdo dos materiais, a inspe¢ao
visual dos bastdes inseridos no subcutaneo (vista do tecido rebatido) confirmou a auséncia de
edema para todos 0s grupos. Nos grupos PVA-SC e PVA-SC-HAp (15 e 20%) houve uma
proliferacdo vascular ao redor do bastdo. No grupo HAp, a vascularizagdo ocorreu de forma
diferente, estando localizada nas extremidades dos bastdes, regides de contato direto da

hidroxiapatita com o tecido do animal (Figura 5).

PVA-SC
il
 §
¢

Figura 5. Fotografias do tecido subcutdneo de ratos quinze dias ap6s o implante de (A) canula pléstica
contendo hidroxiapatira pura (HAp) granulada ou (B) bastdo composto por alcool poli-vinilico - sulfato
de condroitina sem hidroxiapatita (PVA-SC) e com hidroxiapatita 15% (PVA-SC-Hap). Em (A) observar
a maior concentracdo de vasos nas extremidades da cénula (setas). Em (B), a proliferacdo vascular

ocorreu ao redor de todo o material implantado.
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6.3. ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Neste estudo observou-se que a resposta tecidual foi varidvel no entorno dos bastdes,
em funcdo da heterogeneidade obtida na construcdo dos compdsitos, e desta forma, a avaliagdo
histopatoldgica deu destaque para as areas onde as diferencas eram evidentes.

6.3.1. Avaliacao aos sete dias

Sete dias (Figura 6) ap6s o procedimento cirurgico observou-se um aumento de
celularidade ao redor dos materiais implantados, em todos 0s grupos. Os principais tipos
celulares identificados eram fibroblastos (grande maioria), macréfagos e pequeno numero de
neutrofilos. Essa atividade celular foi maior no grupo HAp, seguida pelos grupos PVA-SC-HAp
20, PVA-SC-HAp 15 e no grupo PVA-SC. Todos 0s grupos apresentaram aumento de
vascularizagao ao redor do implante, sendo que no grupo PVA-SC notou-se um maior nimero
de vasos sanguineos circundantes quando comparado aos outros grupos, além da ocorréncia de
hemécias extravasadas. Houve também a deposicdo de colageno, organizado como uma fina

capsula fibrosa com caracteristicas semelhantes para todos 0s materiais.

Neste periodo observou-se, no grupo HAp, o envolvimento de granulos de
hidroxiapatita por macréfagos. Nos grupos PVA-SC-HApl5 e 20 o tecido conjuntivo
circundante ora assumia conformacéo capsular, ora ndo, apresentando arranjo irregular. Nas
areas onde houve a maior concentracdo de HAp notou-se maior irregularidade do tecido

conjuntivo, enquanto nas demais areas houve uma tendéncia a formagao de cépsula fibrosa.

No grupo HAp, houve migracdo de células e vasos sanguineos para o interior da canula.
Esses tecidos ocuparam os espacos presentes entre os granulos de hidroxiapatita. No compdsito
PVA-SC-HAp15 em um grande numero de poros foram encontradas células, cerca de uma
celula/poro. No composito com 20% de HAp raras células foram observadas no interior dos

poros. As principais caracteristicas deste periodo estdo representadas na Figura 6.

6.3.2. Avaliacéo aos 15 dias

Quinze dias ap6s o procedimento cirurgico, observou-se ainda presente a celularidade
encontrada aos 7 dias, porém em quantidade menor, sendo que o grupo HAp apresentou maior
nimero de células, se comparado aos demais grupos, com células dispostas ao redor dos
granulos e secretando matriz de coloracdo acidofila. O grupo que apresentou menor quantidade
de células ao redor do material foi o PVA-SC-HAp15. Os macrofagos foram encontrados em

todos os grupos analisados, bem como a presenca de vasos sanguineos circundantes ao material,
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esses sempre em maior quantidade no grupo PVA-SC e muitas vezes com um extravasamento
de hemécias ao redor do material. Também no grupo PVA-SC a cépsula fibrosa formada ao

redor do material era mais espessa se comparada aos demais.

Nos bastbes de PVA-SC-HAp onde a hidroxiapatita encontrava-se melhor distribuida,
houve a formacdo de espacos, ou poros, no meio do material, que possibilitaram a migracéo de
células e desenvolvimento de matriz (Figura 7E). Neste periodo também houve deposicdo de

matriz acidofila, semelhante a matriz 6ssea (Figura 7F).

6.3.3. Avaliac&o aos 30 dias

Trinta dias apds o implante, houve uma diminui¢do do nimero de células em torno dos
biomateriais e tendéncia ao encapsulamento. O grupo PVA-SC se destacou, neste periodo, pela
grande quantidade de vasos sanguineos presentes na parte mais externa da cépsula (Figura 8C,
8D). O grupo que apresentou a menor celularidade aos 30 dias foi a HAp. Neste grupo a capsula
se formou ao redor do envoltério plastico que continha a hidroxiapatita granulada. Os granulos,
individualmente, foram envolvidos por macréfago, na forma de células epitelidides (Figura 8A).
Alguns granulos foram envolvidos por uma matriz acidofila, semelhante a matriz 6ssea (Figura
8B).

Em alguns animais, observou-se que imediatamente ao redor dos compoésitos PVA-SC-
HAp15 e PVA-SC-HAp20 houve deposicdo de matriz acidofila, semelhante a matriz dssea,
assemelhando-se ao tecido Osseo priméario (Figura 8E). Ainda no grupo PVA-SC-HAp,
observou-se, em alguns locais, o desenvolvimento de um tecido com caracteristica de tecido

cartilaginoso (Figura 8F).

6.3.4. Estudo imunohistoquimico

O estudo imunohistoquimico forneceu alguns indicios de deposi¢do de matriz 6ssea na

interface tecido-composito, aos 7, 15 e 30 dias de observagéo.

Notou-se em areas adjacentes ao material a deposicdo de uma matriz acelular, ndo
colagenosa, semelhante a uma linha de cemento. O endotélio dos vasos sanguineos localizados
nas proximidades do material expressaram marcagdo positiva para osteocalcina. O conjuntivo
adjacente ao compdsito apresentou-se bastante celularizado e com importante expressao para
esta proteina ndo colagenosa. Maiores detalhes da imunomarcacéo estdo descritos na legenda da

Figura 9.
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Figura 6. Fotomicrografias do tecido subcutdneo de ratos aos sete dias apds o implante de bastdes
compostos por (A, B) alcool poli-vinilico-sulfato de condroitina (PVA-SC); (C, D e E) &lcool poli-
vinilico - sulfato de condroitina - hidroxiapatita (PVA-SC-HAp) e de cénula plastica contendo (F)
hidroxiapatita pura (HAp). Em (A) observa-se uma fina capsula fibrosa (seta) ao redor do biomaterial (b).
O material apresentou microporos (cabeca de seta) e uma matriz homogénea. A formagdo de um halo
periférico mais claro (h) mostra sua organizacdo bifasica do material. Em (B), nota-se a grande
vascularizacdo ao redor do material (cabecas de seta). Em (C) notam-se os poros (cabecas de seta)
presentes no biomaterial (b) ocupados em média por uma célula cada. Em(D) nota-se a deposi¢do
irregular de coldgeno (asteriscos) ao lado do material com semelhaga ao tecido dsseo primério. Em (E), o
detalhe de (D) em maior aumento. Observar grande quantidade de heméaceas (hc) extravasadas. Em (F)
observar a grande quantidade de célula e matriz ao redor dos cristais de hidroxiapatita (HAp). Coloracao
hematoxilina e eosina (A, B, C e F) e Azan-mallory (D e E). Aumento original: (A,B,C,E), 40x; (D) 4x;
(F) 100x.
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Figura 7. Fotomicrografias do tecido subcutaneo de ratos aos quinze dias ap6s o implante de (A) canula
plastica contendo hidroxiapatita pura (HAp); bastées compostos por (B e C) élcool poli-vinilico - sulfato
de condroitina (PVA-SC); (D, E e F) alcool poli-vinilico - sulfato de condroitina - hidroxiapatita (PVA-
SC-HAp). Em (A) observa-se os cristais de hidroxiapatita (HAp) circundados por células inseridas em
matriz aciddfila (setas). Em (B), destaque para uma &rea com grande quantidade de hemdcias
extravasadas ao redor do biomaterial (b). Em(C) nota-se a presenca de grande quantidade de vasos
sanguineos (cabecas de seta) ao redor do biomaterial (b). Em (D) observa-se a dupla coloracdo do
colageno (setas) que envolve o biomaterial (b) ao redor de todo o bastdo. Em (E) nota-se matriz sugestiva
de tecido 0sseo (*) e destaque para regido de penetracdo tecidual no biomaterial (b). Em (F) observa-se
regido sugestiva de tecido 6sseo (*) e lacuna (cabeca de seta). Coloragdo hematoxilina e eosina (A, B, C e
F) e Azan-mallory (D e E). Aumento original: (A), 100x; (B, F), 20x; (C, E), 40x; (D) 10x; (E).
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Figura 8. Fotomicrografias do tecido subcutaneo de ratos aos trinta dias ap6s o implante de (A e B)
canula plastica contendo hidroxiapatita pura (HAp) extravasada junto ao tecido; bastdes compostos por (C
e D) alcool poli-vinilico - sulfato de condroitina (PVA-SC); (E e F) alcool poli-vinilico - sulfato de
condroitina - hidroxiapatita (PVA-SC-HAp). Em (A) observa-se os cristais de hidroxiapatita (HAp)
circundados por células epitelidides (cabegas de seta). Em (B), nota-se o tecido conjuntivo ndo modelado
(seta) entre os cristais de hidroxiapatita (HAp). Em(C) nota-se a presenca de grande quantidade de vasos
sanguineos (cabecas de seta) ao redor do biomaterial (b). Em (D) observa-se a espessa capsula fibrosa
(setas) envolvendo o biomaterial (b). Em (E) destaque para matriz tecidual adjacente ao biomaterial (b)
com organizacdo diferente de capsula fibrosa. Em (F) observa-se regido sugestiva de tecido cartilaginoso
(*) em formag&o adjacente ao biomaterial (b). Colora¢do hematoxilina e eosina (A, B, C, D e E) e Azan-
mallory (F). Aumento original: (A, B e F), 40x; (C), 10x; (D, E), 20x.
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Figura 9. Fotomicrografias do tecido subcutdneo de ratos apds o implante de bastbes compostos por
alcool poli-vinilico - sulfato de condroitina - hidroxiapatita (PVVA-SC-HAp). Tempo de observagdo: (A,
B, E), 15 dias; (C, D, F), 7 dias. Em (A e B) observa-se uma regido de deposi¢do de matriz acelular,
adjacente ao biomaterial (b) semelhante auma linha de cemento, cujo limite com a capsula fibrosa esta
indicado pelas cabegas de seta. Em (C) nota-se forte imunocoloracdo em células endoteliais (v) e em
células localizadas na parte externa da capsula (setas). Em (D) observa-se a presenca de um tecido
bastante celularizado, com coloracdo positiva para as células e para parte da matriz extracelular (). Em
alguns pontos isolados nota-se a presenca de uma matriz menos corada () sugestiva de matriz 6ssea em
processo de mineralizacdo por apresentar coloragdo para osteocalcina. Em (E) as cabecas de seta indicam
a diferenga de imunocoloracéo no tecido conjuntivo que estd se organizando ao redor do composito (b).
Em (F) a expressdo de osteocalcina pode ser notada nas células e na matriz (). O detalhe da figura
representa uma area adjacente (desfocada), indicada pela seta, na qual ha uma forte coloragdo para as
células e auséncia de coloragdo na matriz (). Coloracdo: imunohistoquimica com anticorpo anti-

osteocalcina. Aumento original: (D) 40x; (A, B, C, E, F) 100x.
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7 - DISCUSSAO

Neste estudo, 0 modelo de implante em tecido subcutaneo de ratos foi utilizado com a
finalidade de avaliar a resposta do tecido subcutaneo frente a um implante de um compdsito
constituido por &lcool poli-vinilico (PVA) — sulfato de condroitina (SC) — hidroxiapatita (HAp)
na forma de bastdo. A morfologia dos materiais, a resposta tecidual e a expressdo de
osteocalcina foram avaliadas. Os tempos de observacdo foram de 7, 15 e 30 dias.

O composito foi desenvolvido na forma de hidrogel (rede de polimeros altamente
hidratada) e os componentes selecionados em funcdo de suas caracteristicas intrinsecas. O SC
foi usado em funcgdo de seu potencial de atracdo celular e efeito anti-inflamatério (Lee et al.,
2005), o PVA, com a finalidade de proporcionar resisténcia ao composto (Lee et al., 2005). A
hidroxiapatita, por seu potencial osteogénico (Tsukanaka et al., 2015; Duarte et al., 2006).

O composito foi formatado como pastilha para a avaliagdo das propriedades
ultraestruturais e fisico quimicas. A analise em microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
mostrou que o compdsito apresentou estrutura homogénea e porosidade que variou de 300nm a
2um de diametro (Cellet et al., 2015). Para os testes de biocompatibilidade, em animais, foram
desenvolvidos bastBes, e de acordo com a morfologia observada na microscopia éptica, a
distribuicdo das nanoparticulas HAp no corpo do bastdo mostrou-se polarizada,

descaracterizando a homogeneidade estrutural antes verificada no modelo de pastilha.

No intuito de avaliar se a desigualdade na distribuicdo dos componentes dos bastdes era
decorrente do processamento histoldgico, ou seja, se algum dos componentes quimicos
utilizados para a confeccdo das ldminas estaria influenciando na distribuicdo da HAp, foram
avaliadas amostras do compdsito (1) sem processamento prévio, diretamente incluidas na
parafina; (2) fixadas e processadas até a desidratagéo; e ainda (3) submetidas ao processamento
histologico completo. As diferentes estratégias resultaram em similaridade na distribuicdo da
HAp, independentemente do procedimento adotado, como observado na Figura 10, descartando
a possibilidade de ocorréncia artefato de técnica e realgando um possivel desajuste no processo
da confeccdo dos bastbes. Com esta observagdo constatou-se que 0S componentes quimicos

empregados no processamento histologico ndo interferiram na morfologia do material.

Entretanto a distribui¢do polarizada da hidroxiapatita parece ter interferido na resposta
bioldgica, visto que os indicios de formag&o de tecido dsseo sempre foram observados no pélo

da hidroxiapatita.
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Figura 10. Fotomicrografias dos bastdes compostos por poli (alcool vinilico) - sulfato de condroitina -
hidroxiapatita (PVVA-SC-HAp). (A) sem processamento prévio, diretamente incluido na parafina; (B)
fixado e processado até a desidratacéo, e ainda (C) submetidos ao processamento histolégico completo.
Nota-se a polarizacdo das nanoparticulas de HAp (setas) independentemente do momento do
processamento histologico. Coloracdo: hematoxilina e eosina. Aumento original: 10X.

O experimento in vivo foi conduzido empregando-se dois controles positivos, sendo eles
0 PVA-SC e a hidroxiapatita nanocristalina pura sintética (Ca;o(PO4)s(OH),) na forma de pd
(Cellet et al., 2015), para identificar qual deles seria responsavel por uma eventual resposta

inflamatdria no tecido préximo aos implantes do compdsito, caso ocorresse.

A HAp foi inserida em uma céanula pléstica, com formato e tamanho semelhante aos
demais materiais para que se conseguisse a rigidez e conformidade necessarias para a sua
insercdo no subcutaneo. Tal processo, no entanto, possibilitou a avaliagdo histolégica somente
das regifes das extremidades das canulas, onde o material extravasou e teve contato direto com

o tecido do animal.

A biocompatibilidade e o potencial osteogénico da HAp ja sdo reconhecidos (Duarte et
al., 2006). A HAp proporciona um ambiente favoravel para a proliferagdo e diferenciacdo dos
osteoblastos, sendo capaz de estimular a formacdo de osso novo (Liu e Lun, 2012). Neste
estudo, os granulos de hidroxiapatita localizados na extremidade da canula foram permeados
por células e vasos; ndo houve desenvolvimento de resposta inflamatéria aguda; a presenca de
macréfagos na forma de células epitelidides, entre os cristais e ao redor dos granulos sugeriu

que um processo de reabsorgdo estaria em curso.

Algumas amostras apresentaram a deposi¢do de matriz acidofila ao redor dos granulos
de HAp, o que sugere que o material pode estar sendo envolvido por matriz 6ssea primaria,

demonstrando assim um carater osteoindutor, propriedade j& descrita (Tsukanaka et al.,2015).

A resposta bioldgica induzida pelo controle PVA-SC se caracterizou principalmente
pelo maior crescimento de vasos ao redor do bastdo e a presenca de hemacias no tecido
conjuntivo, fora de vasos. Este controle também apresentou biocompatibilidade. Lee et al.,
(2005) demonstraram que um hidrogel de PVA-SC utilizado como meio de cultura promoveu 0

crescimento de células BHK (baby hamsterkidneycells), mostrando que este hidrogel tem
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potencial uso na engenharia tecidual. Portanto, os controles positivos empregados neste estudo

apresentaram caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento de um biomaterial.

Quando os componentes foram unidos para a confec¢do do composito, ndo houve perda
da sua estrutura quimica (Cellet et al., 2015).0 compdsito foi desenvolvido com composi¢do
quimica e estrutura para funcionar como um scaffold, entretanto os maiores poros, encontrados
no PVA-SC-HApl5, mediram até 2um. O menor didmetro observado foi 300nm. Esta
porosidade reduzida ndo permitiu que células ou capilares sanguineos permeassem 0s materiais.
Apenas no composito PVA-SC-HAp15 ocorreram células isoladas que conseguiram migrar para
o interior dos pequenos poros. E provavel que o intumescimento do material tenha ainda,
contribuido para reduzir mais ainda o tamanho dos poros. Apesar disso, esse resultado nos
mostra que mesmo sem ter poros de tamanho adequado o material permitiu que as células
penetrassem no seu interior, mostrando que sua composicao e superficie favorecem a migracao
celular, caracteristica favoravel ao biomaterial. Portanto o composito ndo funcionou como um

scaffold, e por essa razdo toda a resposta tecidual se concentrou na periferia dos implantes.

O tamanho do poro é considerado fator crucial para a proliferacdo celular e vascular no
interior dos biomateriais e 0 tamanho minimo recomendado varia de 70 a 100um, tamanho que
permite a migracdo e transporte celular (Galois e Mainard, 2004) até 300 pm, tamanho que
permite o desenvolvimento de um sistema de capilares, essencial para a neoformacdo Ossea

(Teixeira, 2009; Karageorgiou e Kaplan, 2005).

A presenca do compdsito no tecido subcutaneo induziu uma resposta bioldgica, ndo
inflamatoria, caracterizada por aumento de vascularizag&o e celularidade, com desenvolvimento
de céapsula fibrosa em algumas areas da circunferéncia dos bastdes ou deposi¢cdo de matriz
acidofila, semelhante a matriz 6ssea, em outras areas, mais especificamente, no pdlo onde havia

uma maior concentragdo de HAp.

A produgdo de matriz 6ssea num sitio ectdpico demonstra que o material possui
propriedade osteoindutora (Tsukanaka et al.,2015; Kellomaki et al.,2000). Os indicios de
inducdo de osteogénese, neste estudo, foram pontuais. Em véarios pontos da interface tecido-
biomaterial houve a deposi¢do de uma matriz acelular semelhante aquela chamada de linha de
cemento ou lamina limitante (MCKee e Nanci, 1996), uma estrutura com 1-5um de espessura,
deficiente em colageno e que contém grandes quantidades de enxofre e baixa quantidade de
calcio e fosfato (Burr et al., 1988). A linha de cemento também contém a osteopontina, uma
proteina ndo colagenosa que participa da adesdo matriz-matriz/mineral (McKee e Nanci, 1996).
Um segundo indicio de formacdo 6ssea foi a deposicdo de matriz de coloracdo avermelhada,
diferente da capsula, que se cora em azul pela técnica de Azan-Mallory. Além disso em alguns
implantes desenvolveram-se massas aciddfilas de tecido conjuntivo, permeadas por células, com

a mesma irregularidade descrita para o tecido 6sseo primario. Essas mesmas estruturas ja foram
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descritas em modelo de implante em defeitos de tamanho critico (Candido, 2014) e

representaram indicios de formacao de tecido dsseo ectdpico.

A osteocalcina, proteina ndo colagenosa produzida pelos osteoblastos, pode ser
considerada um bom marcador quando o intuito é avaliar a capacidade osteogénica em estagios
iniciais, pois pode ser facilmente medida sem qualquer perda celular e detectada antes do
processo de mineralizagcdo (Nakamura et al., 2009). Quando depositada na matriz extracelular
atua como um sinal especifico para a migragdo e adesao de osteoclastos, processo indicativo de
reparo 6sseo (Chenu et al., 1994). Existem outras células capazes de producao dessa proteina,
sendo elas os odontoblastos e os condrécitos hipertrofiados (Vieira, 1999). Neste estudo
observamos positividade para osteocalcina em células e na matrix extracelular. Células
endoteliais também expressaram esta proteina. A imunocoloracdo sempre esteve presente nas
regides proximas ao bastdo no polo onde estava localizada a hidroxiapatita. A positividade para
a proteina osteocalcina em células e na matriz adjacente ao implante também sdo um forte

indicio do efeito osteoindutor estimulado pelo compésito neste estudo

Por fim, deve-se levar em conta que todos os indicios de osteoinducdo detectados neste
trabalho tiveram como palco o tecido subcutdneo, um sitio com morfologia e composicéo
diferente do leito 6sseo, que por sua vez abriga todas as condi¢Oes favordveis a regeneracgao
Ossea. Portanto, a possibilidade de formacao de tecido 6sseo em sitio ectopico, ou seja, fora da
localidade habitual, pode significar um potencial osteoindutor inerente ao material (Tsukanaka
et al.,2015).
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8 - CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o biomaterial apresentou morfologia heterogénea e
microporosidade que interferiram na resposta bioldgica. O composito foi biocompativel e

apresentou atividade osteoindutora.
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10 - ANEXOS
10.1. PROTOCOLO PARA INCLUSAO EM PARAFINA
DESIDRATACAO
ALCOOL 80% -1 HORA
ALCOOL 90% --1 HORA
ALCOOL 100% | 1% HORA
ALCOOL 100% II ---- 1 HORA
ALCOOL 100% Il -1 HORA
XILOL 2 % HORAS
PARAFINA | ----1 HORA
PARAFINA | -mmmmmmmmeemmeemmeeeeceeee ----------DIA SEGUINTE
10.2. PROTOCOLO COLORACAO HEMATOXILINA E EOSINA
ESTUFA ---- -15°
XILOL I -- 10’
XILOL Il e 15’
ALCOOL 100% | --- S b
ALCOOL 100% Il -- e mmmmmmmmmmmmm e mmmmmmmmmmmmmmnnnneeaee 1
Y00 o I/ — 1’
ALCOOL 80% T
SUPERCOLA --- I
ESTUFA 30”
ALCOOL 70% E
H20 DESTILADA e E

HEMATOXILINA ---------




LAVAR

REPOUSAR 5 A 10°
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EOSINA 107
LAVAR
REPOUSAR 5 A 10
ALCOOL 80% --- -- PASSAR
ALCOOL 90% --- -- PASSAR
ALCOOL 100% I --- 5
ALCOOL 100% II -- e 5
CAPELA
XILOL ALCOOL PASSAR
XILOL | 5
XILOL II --- 5
MONTAR
10.3. PROTOCOLO COLORAGAO AZAN-MALLORY
ESTUFA ---- _15°
XILOL | -- - —10
XILOL I 15
ALCOOL 100% I --- e ]?
ALCOOL 100% II -- 1
ALCOOL 90% 1’
ALCOOL 80% 1
SUPERCOLA --- E
ESTUFA 30>
ALCOOL 70% E
H20 DESTILADA e E
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AGUA DESTILADA.--

AZO CARMIN---- 20’
H20 DESTILADA -- 10°
ALCOOL 70%--- PASSAR
H20 DESTILADA- ENXAGUAR
ACIDO FOSFOTUNGSTICO =-nnnmmmmemmmmmmmmes e 15’
AZUL DE ANILINA -- ~- 10
ALCOOL 90% PASSAR
ALCOOL 100% I --- e 5
ALCOOL 100% II -- e 5
CAPELA
XILOL ALCOOL PASSAR
XILOL | 5
XILOL Il --- S — 5
MONTAR
10.4. PROTOCOLO IMUNO-HISTOQUIMICA PADRAO
DESPARAFINIZAR E HIDRATAR
ESTUFA---- 15’
XILOL 1--- 15
XILOL 2--- 15
ESTUFA 36 °C POR 24 HORAS
ALCOOL 100% 1 -5
ALCOOL 100% 2 -5
ALCOOL 90%--- 5
ALCOOL 80%--- 5
ALCOOL 70%--- -5
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ESTUFA 36 °C POR 72 HORAS

BLOQUEIO PEROXIDASE ENDOGENA ---- ---- 10°
*LAVAR EM AGUA DESTILADA
*LAVAR EM TRIS - DUAS LAVAGENS DE 7’
*DEMARCAR OS CORTES COM CANETA HIDROFOBICA

*BLOQUEIO COM BSA (10MINUTOS) — HISTOSTAIN — 2 GOTAS DE SOLUCAO
BLOQUEADORA REATIVO A EM CADA CORTE

*ENCUBAR EM ANTICORPO PRIMARIO (OVERNIGHT)
*LAVAR EM TRIS DUAS LAVAGENS DE 7°

*INCUBAR EM AC SECUNDARIO — HISTOSTAIN — 2 GOTAS DE REATIVO B EM
CADA CORTE POR 10’

*LAVAR EM TRIS DUAS LAVAGENS DE 7°

*INCUBAR EM AB — HISTOSTAIN — ADICIONAR 2 GOTAS DE REATIVOC EM
CADA CORTE E INCUBAR POR 10’

*LAVAR EM TRIS, DUAS LAVAGENS DE 7
*REVELAR COM DAB (LUZ APAGADA)

*CONTRACOLORACAO COM HEMATOXILINA DE MAYER? (NAO
NECESSARIAMENTE)

ALCOOL 95%--- 1’
ALCOOL 100%--- 5
XILOL ALCOOL--- PASSAR
XILOL 1--- 5

MONTAR
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