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Estudo da Interacao Polimero/Cartilagem/Osso Utilizando
Poli (Acido Latico-co-Acido Glicdlico) e Poli (p-Dioxanona)
em Condilo Femural de Coelhos

Maisa M. Sakata, Maria do Carmo Alberto-Rincon, Eliana A. R. Duek
Laboratorio de Biomateriais, CCMB, PUC, SP

Resumo: Os dispositivos biorreabsorviveis sdo alternativas para fixa¢do interna das fraturas. Durante o tratamento estes
dispositivos mantém a fixagdo e degradam-se gradualmente nio necessitando de uma cirurgia de remocao, reduzindo o
custo de tratamento quando comparadas aos dispositivos metalicos. O objetivo desse trabalho foi estudar a interagao
polimero/tecido utilizando pinos de PLGA e PDS ap6s implantes em coelhos Nova Zelandia. Separou-se os animais em 3
grupos os quais foram sacrificados apds 3, 6 e 12 semanas de implantagido e o material obtido foi submetido a analise
histologica. As andlises histoldgicas com implantes de PLGA mostraram ap6s 3 semanas a formacdo de um tecido com
caracteristicas mesenquimatosas e com 12 semanas a formagao de uma estrutura dssea madura. Ja nos implantes de PDS
de 3 semanas houve uma maior invasao de tecido mesenquimal comparado ao PLGA e apds 12 semanas, ocorreu uma
degradagao avangada, com tecido proliferativo mesenquimal e 6sseo. Assim, concluiu-se que ocorreram resultados positi-
vos a resposta tecidual/implante e foi relevante a observagao da auséncia de células responsaveis pela resposta inflama-
toria. As analises demonstraram que o copolimero de PLGA apresentou propriedades osteoindutivas mais adequadas
que os de PDS, apresentando biocompatibilidade aceitavel para aplicag@o ortopédica.

Palavras-chave: Poli (dcido Idtico-co-dcido glicdlico), poli(p-dioxanona), osteoindugéo.

Study of Polymer/Cartilage/Bone Interaction using Poly(Lactic Acid-co-Glycolic Acid) and Poly (p-Dioxanona) in Femoral
Condyle of Rabbits

Abstract: Bioresorbable devices are alternatives for internal fixation. During the treatment, those devices maintain the
fixation, degrade gradually and eliminate the need for a remove surgery, decreasing the treatment cost when compared
with metallic devices. The aim of this work was to study the interaction polymer/tissue interaction using pins of PLGA
and PDS implanted in New Zealand rabbits. The animals were separated in 3 groups which were sacrificed after 3, 6 and
12 weeks after implantation, and the obtained material was submitted to histological analysis. Histological analysis with
PLGA implants showed after 3 weeks, the growth of a tissue with mesenchimal characteristics, after 3 weeks, with
formation of mature bone aready after 12 weeks. PDS implants after 3 weeks showed a bigger invasion of mesenchimal
tissue compared to PLGA and after 12 weeks an advanced degradation occurred, with proliferation of mesenchimal and
bone tissue formation. It is concluded that the results are highly positive, with the relevant absence of cells responsible for
inflammatory response. Analysis showed that the copolymer PLGA has better ostoinductive properties than PDS, showing
biocompatibility acceptable for orthopedics application.

Keywords: Poly(lactic-co-glycolic acid)), poly(p-dioxanone), osteoinduction.

limitadas na substancia do proprio tecido da cartilagem ar-
ticular (espessura parcial ou defeitos superficiais) elas nao

Introdugao

Os defeitos 0sseos podem ocorrer do resultado de uma
anormalidade congénita, trauma ou doengal'l. O tecido 6sseo
¢ continuamente reposto e remodelado de acordo com a
tensdo aplicada pelos osteoblastos e osteoclastos, sendo
capaz de se auto-reparar ap0s ferimentos. Porém, quando
esses ferimentos causam grandes defeitos, o 0sso ¢ inca-
paz de repara-los, formando um tecido fibroso, perdendo
a sua fungdo mecanical'l.

E um fenémeno bem conhecido que, se essas lesdes sdo

cicatrizam espontaneamente. Se, porém, elas penetrarem
na camada subjacente do osso subcondral (defeitos em toda
a espessura), ocorre entdo, como resultado, uma reagao es-
pontanea de reparo limitada, com células dessa resposta
originadas da medula 6ssea e espagos vascularesl.

A regeneracdo Ossea requer 4 componentes:. um sinal
morfogenético, células hospedeiras querespondemao sind,
um carreador apropriado deste sinal que o possa entregar
aoslocais especificos e sirvaassim como um suporte para
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o crescimento das células responsivas do hospedeiro e um
leito vidvel e bem vascularizado 9.

O processo de regeneragao 0ssea envolve o crescimento de
células tipo cartilaginosas, que sdo formadas na superficie
externa do ferimento, geralmente durante os primeiros dias
apos o ferimento ter ocorrido. Entre a terceira e quarta sema-
na, a lacuna entre as células tipo cartilaginosas do novo 0sso
¢ invadida por tecido embrionario, o qual forma uma ponte
de tecido conjuntivo. Entre a sexta e oitava semana, ocorre a
calcificagdo, onde o sistema vascular penetra na fibro-
cartilagem, absorvendo-a, enquanto a area € reposta por
fibras osseas. Finalmente, entre dois meses a dois anos, a nova
fibra 6ssea formada ¢ gradualmente trocada por osso rigido
e, eventualmente, osso normall!.

Apesar das fixagdes metalicas utilizadas nos tratamentos
de fraturas 6sseas serem um procedimento bem sucedido, o
o0sso cortical e o metal possuem propriedades mecanicas bem
diferentes. A elasticidade constante do osso ¢ apenas 1/10
daquela do implante metalico, enquanto a forga de tensdo ¢é
dez vezes menor, levando a uma relativa osteoporose causada
pela auséncia funcional normal. Ocorrem também reagdes alér-
gicas contra os diferentes componentes metalicos ou o de-
senvolvimento de malignomas no local do implante®®®l. Além
disso, a remocdo de implantes metalicos pode resultar num
enfraquecimento do osso com perigo de fratural®l.

Por isso, nas duas ultimas décadas, dispositivos bior-
reabsorviveis tém sido utilizados e experimentados em varios
aspectos das cirurgias ortopédicas, incluindo fixagoes de fratu-
ras, reposicao ossea, reparo da cartilagem, reparo do menisco e
fixagdo de ligamentos™™. Esses materiais biorreabsorviveis tém
sido utilizados na forma de parafusos, pinos e placas nas aplica-
¢0es ortopédicas e cirurgias orais em humanos e animais!'?. Suas
propriedades mecanicas podem ser alteradas para prover rigidez
suficiente para a cura do osso, degradando numa certa veloci-
dade que permita uma transferéncia gradual da tensdo do implante
do osso que esta sendo regenerado, prevenindo assim o acumulo
de tensdo no tecidol10!1,

Kulkarni foi o primeiro a descrever implantes de fraturas
feitos de polimeros biorreabsorviveis!'?, Desde entdo, foi
testada uma grande variedade de materiais biorreabsorviveis
in vitro e in vivo. Inicialmente os implantes foram prepa-
rados moldando-se os polimeros em folhas ou peliculas, que
permitiram investigagdes basicas no comportamento biolo-
gico das composigdes no tecido 6sseo, mas os dispositivos
nao eram apropriados para fixagao de fraturas, mostrando que
as propriedades mecanicas dos polimeros sofrem uma varia-
¢ao consideravel. A cristalinidade, a quantidade de
monomeros livres e a taticidade sdo outros fatores que influ-
enciam as propriedades mecanicas do material biode-
gradavel. Apesar de muitos compostos macromoleculares
serem biorreabsorviveis, apenas alguns possuem as proprie-
dades adequadas para serem dispositivos de fixa¢ao interna
osseall’l. Os mais freqiientes e investigados poli (a-hidroxi
esters) tém sido poli (L-acido latico) (PLLA), poli (acido
glicolico) (PGA) e poli (acido latico-co-acido glicdlico)
(PLGA). Esses trés materiais, juntamente com o poli
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(p-dioxanona), (PDS), tém uma longa historia no uso de sutu-
ras cirurgicas degradaveis e sdo aprovados para uso em
humanos pela Food and Drug Administration['1],

A velocidade de degradagio e o grau de reagao de corpo
estranho sdo determinados pela massa molar inicial e pela
composigao quimica do material. Clinicamente, a absorgao dos
polimeros PGA e PLA e seus copolimeros sdo freqiientemente
acompanhados pela reagio local de corpo estranho, especial-
mente se a velocidade de degradacao ¢ alta ou se os polimeros
ndo sdo absorvidos completamentel!],

A degradagdo do polimero determina o tipo e a intensi-
dade da resposta inflamatoria. O surgimento de particulas
monoméricas e poliméricas liberadas durante a degradagao
do polimero in vivo esta diretamente relacionada ao tipo da
resposta inflamatdria. Este processo pode ser oriundo de pro-
dutos toxicos provenientes da degradagao ou pela mudanca de
rugosidade superficial e forma de implante durante a libe-
ragao de fragmentos. Além disso, a propria fagocitose destes
atua como fator importante na modulac@o da resposta infla-
matoria. Ela modifica o processo funcional do macréfago, que
¢ o pivd na resposta inflamatoria tecidual e na agdo de corpo
estranho. Além disso, os fragmentos fagocitados podem acar-
retar morte celular e a liberagao do contetido destas células
mortas podem levar a uma resposta inflamatéria agudal 101,

Os dispositivos de fixagao biorreabsorviveis tém sido utili-
zados clinicamente apenas por 18 anos. O numero cumula-
tivo de cirurgias com implantes biorreabsorviveis em
ortopedia tém excedido 300.000. O niimero de aplicagdes cirtir-
gicas continuara a crescer em ortopedia e também em outras
especialidades cirargicas e, por essa razao, no futuro, terdo
um significado maior nas técnicas cirtirgicas modernas!!?!,

O objetivo desse trabalho foi estudar a interagao polimero/
cartilagem/osso, utilizando pinos de poli (acido latico-co-
acido glicdlico), PLGA, e poli (p-dioxanona), PDS, implan-
tados em condilo femural de coelhos Nova Zelandia.

Experimental

Preparagéo dos Pinos

Foram preparados por fusdo, pinos de PLGA (PURAC,
Groningen, The Netherlands) e PDS (Johnson & Johnson
Orthopedics ), em uma mini injetora Mini Max Molder mode-
lo LMM —2017, utilizando um molde com dimensoes internas
de 2,0 mm de didmetro e 70 mm de comprimento. Quantida-
des estabelecidas dos materiais foram colocadas dentro da pa-
nelinha da mini injetora, e aquecidas a 200 °C por 50 s sem
cisalhamento, seguido de 1min com cisalhamento (velocidade
de cisalhamento constante, de 5 rpm). O molde foi envolto por
uma camisa para manté-lo aquecido a 120 °C. Apos esse pro-
cedimento a mistura foi injetada no molde, deixado esfriar a
temperatura ambiente. Depois de retirado do molde, os pinos
foram armazenados no dessecador, sob vacuo.

Implante do material

Neste trabalho foram utilizados coelhos Nova Zelandia, bran-
cos, de ambos os sexos, adultos jovens, com idade aproximada
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de trés meses, pesando 2-3,5 Kg, provenientes do Biotério
do CCMB/PUC/SP. Esses animais permaneceram em gaio-
las de arame no Biotério recebendo ragido comercial e agua
“ad libitum”, durante todo o periodo de implante .

O procedimento cirargico consistiu na artrotomia de ambos
os joelhos, osteotomia dos condilos femurais mediais, direito
e esquerdo, nos planos axiais e fixagdoes dos segmentos
osteocondrais resultantes com pino de PDS, em joelho direito,
e de PLGA, em joelho esquerdo .

Apobs o implante do material os animais receberam uma
dose de antibidtico e permaneceram em gaiolas individuais,
sem imobilizag@o. Os animais, seis coelhos por grupo, foram
sacrificados apos 3, 6, 12 semanas de implantagdo e o material
foi submetido a analise histologica.

Processamento do material

As amostras foram preparadas para analise histologica de
acordo com as técnicas utilizadas para Microscopia de Luz,
utilizando-se parafina como meio de inclusdo.

O processamento consistiu inicialmente na retirada cirtr-
gica do material em data pré-determinada e fixagdo imediata
em liquido Bouin, contendo acido picrico, formol e 4cido
acético, por um periodo de 24 horas a temperatura ambiente.
Apos a fixagdo, iniciou-se o processo de descalcificacdo em
acido formico (15%) e formol (5%). Apds a descalcificagao,
iniciou-se o processo de inclusdo para a preparacgdo dos cortes
histologicos onde utilizou-se como corantes a hematoxilina-
eosina e o picrossirius.

Resultados e Discussao

Aspectos clinico e radioldgico

Todos os animais sobreviveram até a data prevista do sacri-
ficio. Eles mantiveram suas fun¢des ¢ atividades normais
permanecendo em gaiolas individuais, sem imobilizagao. Nao
houve infecg¢des pos-operatorias e nem evidéncias de reagdo de
corpo estranho. Durante o pos-operatorio foi observada clini-
camente uma excelente recuperagdo dos coelhos, com
deambulagdo precoce, limitada pela marcha antalgica em
média por trés dias, sendo normal apos este periodo.

Os exames radioldgicos com incidéncias antero-posterior
e lateral dos condilos femorais revelaram progressiva degra-
dagdo dos polimeros, acompanhada de consolidagao na area
de osteotomia, sem diferenga visual importante tanto nos casos
com implantes de PDS como nos de PLGA .

Aspecto Histoldgico

A analise histologica dos implantes de PLGA apds 3
semanas demonstrou a formagdo de um tecido com caracte-
risticas mesenquimatosas. Esse tipo de tecido ¢ composto
por células com longos prolongamentos, cé¢lulas blasticas,
poucas fibras colagenas e abundante substancia fundamental
amorfa (Figura 1). Ndo foram evidenciadas células gigantes
de reacdo a corpo estranho, mostrando assim uma otima
biocompatibilidade do polimero ja que a biocompatibilidade
dos dispositivos ¢ fortemente influenciada pelo compor-
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Figura 1. Fotomicrografia do implante de PLGA apds 3 semanas, corado
com HE, x20. Observar a formagdo de tecido com caracteristicas mesen-
quimatosas — células que ainda ndo se diferenciaram (seta). Auséncia de célu-
las gigantes de reagdo de corpo estranho

tamento da degradagao do material utilizado e ¢ essa degra-
dagdo que determina o tipo e a intensidade da resposta infla-
mat6rial'®l,

Na interface osso/tecido neoformado, verifica-se a pre-
senga de vasos sanguineos de pequeno calibre que emitem
capilares em direcao ao tecido em formagao, os quais sdo neces-
sarios para nutrir o novo tecido caracterizando resposta ade-
quada da regeneragdo tecidual.

Conforme Burgll a proliferagio osteobléstica é sensivel
a superficie topografica e a estimulos mecénicos. O tama-
nho da particula, formato e relevo de superficie afetam a
adesdo celular, proliferagdo e fenotipo. Essas caracteristicas
da superficie sdo particularmente interessantes quando se
considera o material biorreabsorvivel dindmico, o qual sem-
pre apresentara uma nova superficie de contato. Todos os
animais apresentaram uma regeneracgao espontanea da carti-
lagem limitada, com células dessa resposta originadas da
medula 6ssea e espagos vascularesl.

Figura 2. Fotomicrografia do implante de PDS apés 3 semanas, corados
com HE, x250. Observar a maior penetragdo de tecido com caracteristicas
mesenquimatosas no local onde se encontrava o polimero (seta) e presenga
de vasos sanguineos de pequeno calibre.
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Figura 3. Fotomicrografia do implante de PLGA apos 6 semanas, corados
com picrosirius, x200. Observar a degradagdo do polimero através da
invasdo de algumas “traves” (seta) de tecido mesenquimal (fibroblastos) no
local do implante

Na analise histologica dos implantes de PDS apods 3 sema-
nas, observou-se a formagao de tecido com caracteristicas
mesenquimatosas como nos implantes de PLGA, porém, hou-
ve uma degradacao acelerada do material, que foi caracteri-
zada por uma camada bem maior de tecido mesenquimal em
relagdo ao outro polimero (Figura 2). O polidioxanona de-
monstrou auséncia de efeitos toxicos quando implantados,
assim como foi descrito por Grimaldil 7],

Nos implantes realizados, os polimeros biorreabsorviveis
conseguiram satisfazer varios requisitos biologicos e téc-
nicas para serem aceitos. Assim como as defini¢des feitas por
Gogolewski'®l, os polimeros ndo induziram reagdo inflama-
toria de corpo estranho, ndo foram carcinogénicos, mutagénicos
ou teratogénicos, ndo causaram alergias, hipersensibilidade
ou toxicidade, nem ativaram o sistema de complemento, ten-
do uma importancia clinica relevante.

Apos 6 semanas, foi possivel verificar a degradagdo do
implante de PLGA através da invasdo de algumas “traves”
de tecido mesenquimal no local de degradagdo do implante.
(Figura 3). Observou-se também uma maior quantidade de
tecido conjuntivo frouxo ao redor do polimero, com delica-
das fibras colagenas, substancia fundamental amorfa e a pre-
senca de fibroblastos (principais células responsaveis pela
formacao da matriz dssea).

Ja nos implantes de PDS apds 6 semanas, a analise
histologica revelou uma maior invasdo de tecido conjuntivo
frouxo, ocupando uma posi¢do mais periférica ¢ no centro
apresenta-se mais denso, com a presenca de vasos sanguine-
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Figura 4. Fotomicrografia de corte longitudinal, implante de PDS apos 6
semanas, corados com HE, x200. Observa-se invasdo mais acentuada do
tecido mesenquimal no espago antes ocupado apenas pelo polimero (seta)
e presenga de vasos sanguineos no centro.

Figura 5. Fotomicrografia do implante de PLGA apos 12 semanas, corados
com HE, x200. Observar formagdo de uma estrutura 6ssea madura (Osteon
ou Sistema de Havers) (seta).

Figura 6. Fotomicrografia do implante de PDS apds 12 semanas, corados
com HE, x 200. Observar a invasao de tecido proliferativo (seta) de grande
area no local antes ocupado pelo polimero de PDS, indicando processo de
degradagdo avangado.
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o0s, mostrando a boa propriedade osteocondutiva do PDS (Fi-
gura 4). De acordo com Burgl], a osteocondugdo auxilia o
crescimento dos capilares e das células do hospedeiro em
uma estrutura tridimensional para dar forma ao osso.

Nos resultados obtidos dos implantes de PLGA de 12 sema-
nas ¢ possivel afirmar que o local onde estava o polimero foi
substituido por tecido mesenquimal proliferativo, que se tor-
nou tecido dsseo primario e agora, apresenta-se como estru-
tura 6ssea madura com Sistema de Havers formado (Figura 5).

No implante com PDS de 12 semanas, verifica-se uma
invasdo de tecido proliferativo mesenquimal e dsseo na gran-
de area no local antes ocupado pelo polimero, indicando
processo de degradagdo avangado, sem indicios de células
de resposta inflamatéria, porém nio apresentou ainda a for-
macao de uma estrutura 6ssea madura como nos implantes de
PLGA (Figura 6).

Conforme observado por Rokkanen'3], o grau de restau-
racao final da arquitetura original do tecido dentro do espago
ocupado pelo implante varia por razdes ainda ndo inteiramente
conhecidas. A degradagdo destes polimeros ocorre princi-
palmente por hidrélise e, em pouca extensdo, com a acio
enzimatica nao especifica. Os produtos da degradagao do poli
(acido glicolico) e da polidioxanona sdo excretados pelos
rins. Através da hidrélise as moléculas de poli (acido latico)
sdo degradadas, in vivo, em acido latico e as de poli (aci-
do glicdlico) em glicinas; estes produtos entram no ciclo do
acido tricarboxilico da respiragdo e sdo excretados na forma
de 4gua e didxido de carbonoll.

Nao foram detectadas reagdes inflamatorias que pudessem
comprometer os implantes e suas degradagdes. De acordo com
os resultados de Gogolewskil '®], a reacdo dssea aos poli-
lacticos é em geral boa se os implantes sdo devidamente
confeccionados e quando a técnica cirurgica ¢ adequada.

Conclusoes

Com os dados obtidos pode-se concluir que ocorreram
resultados positivos na interacdo tecido/implante tanto nos
implantes de PLGA como nos de PDS. Ambos apresentaram
a formagdao de um neotecido com caracteristicas mesen-
quimatosas e auséncia de resposta inflamatoria, caracterizan-
do a biocompatibilidade dos polimeros.

Nos implantes de pinos de PDS houve uma permeabilidade
de tecido mesenquimal mais rapida que nos implantes de
pinos de PLGA. Péode ser observado nos implantes de PDS,
uma rapida degradacao e o crescimento de capilares sangui-
neos, mostrando assim a propriedade osteocondutiva que esse
polimero apresenta.

Ja os implantes de PLGA demonstraram com 12 semanas
uma boa propriedade osteoindutiva, uma vez que o tecido
mesenquimal infiltrado no polimero degradado, diferenciou-
se em osteoblastos e ostedcitos, e estes foram os responsaveis,
juntos com os osteoclastos, pela formagao do tecido dsseo
maduro ou sistema de Havers.

Apesar de ambos apresentarem propriedades osteocon-
dutivas satisfatorias, concluimos que o copolimero PLGA es-
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tudado apresenta propriedades osteoindutivas mais adequa-
das, com biocompatibilidade aceitavel para aplicagdes orto-
pédicas.
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