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Resumo: Biomateriais poliméricos sdo desenvolvidos para uso como substitutos de tecidos danificados e/ou estimular sua
regeneracdo. Uma classe de biomateriais poliméricos sdo os biorreabsorviveis, compostos que se decompdem tanto in vitro
quanto in vivo. Sao empregados em tecidos que necessitam de um suporte tempordrio para sua recomposi¢ao tecidual. Den-
tre os varios polimeros biorreabsorviveis, destacam-se os o—hidrdxi dcidos, entre eles, diferentes composigdes do poli(acido
latico) (PLA), como o poli(L-4cido latico) (PLLA), poli(D-4cido latico) (PDLA), poli(DL-4cido latico) (PDLLA), além do
poli(4cido glicélico) (PGA) e da policaprolactona (PCL). Estes polimeros sdo considerados biorreabsorviveis por apresenta-
rem boa biocompatibilidade e os produtos de sua decomposic¢io serem eliminados do corpo por vias metabdlicas. Diversas
linhas de pesquisa mostram que os diferentes substratos a base de PLA estudados n@o apresentam toxicidade, uma vez que
as células sdo capazes de crescer e proliferar sobre eles. Além disso, diversos tipos de células cultivadas sobre diferentes
formas de PLA sdo capazes de se diferenciarem sobre os diferentes polimeros e passar a produzir componentes de matriz
extracelular. Neste trabalho, € revisada a utilizacao de substratos a base de o—hidroxi dcidos, com destaque para diferentes
formas de PLA, utilizados como substratos para cultura de células, bem como suas aplicagdes.
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Bioreabsorbable Polymers for Cell Culture Substrate and Tissue Engineering

Abstract: Polymeric biomaterials are used as replacements for damaged tissue or/and for stimulating its regeneration. A
class of polymeric biomaterials is the bioreabsorbable ones, which degrade in vitro as well as in vivo. They are used in
tissues that need a temporary support for its tissue regeneration. Among the several bioabsorbable polymers are included
o~hydroxy acids, in different forms of poly(lactic acid) (PLA), such as the poly(L-lactic acid) (PLLA), poly(D-lactic acid)
(PDLA), poly(DL-lactic acid) (PDLLA), in addition to poly(glycolic acid) (PGA) and poly(caprolactone) (PCL). These
polymers are well-known because their decomposition products are eliminated from the body via metabolic routes and
due to their good biocompatibility. Many results show that the different PLA based substrates do not present toxicity, once
the cells could differentiate over the different polymers, which was demonstrated by the production of extracellular matrix
components by many cell types. In this work, we reviewed the employment of oi—hydroxy acid, with emphasis on different
forms of PLA scaffolds used as cell culture substrates and their applications.

Keywords: Bioreabsorbable polymers, cell culture, tissue engineering.
as danificadas tornou-se um objetivo. Com o aumento da

expectativa de vida humana, obtida com o descobrimento
dos antibidticos e dos quimioterdpicos, além da melhoria

Introducao

Durante séculos, grandes lesdes teciduais, originadas

normalmente de traumas mecanicos ou de doencas degene-
rativas, trouxeram problemas em fun¢do dos poucos recur-
sos terapéuticos disponiveis. A remog¢do da porcdo lesada
era a pratica mais comumente utilizada, o que trazia uma
série de limitacdes aos portadores daquela enfermidade.
A extracdo de grandes por¢des de tecidos levava a um sig-
nificativo decréscimo da qualidade de vida do paciente e,
assim, a substitui¢do e/ou regeneragdo de regides corpore-

das condicdes sanitdrias e de higiene, a busca por metodo-
logias para a substitui¢do de tecidos lesados tornou-se uma
necessidade!!l.

Existem dois procedimentos que visam suprir a fal-
ta dos tecidos e 6rgdos danificados ou comprometidos: os
transplantes e os implantes. Em relacdo aos transplantes,
os tecidos ou 6rgdos podem ser obtidos de doadores vivos,
como no caso do coragdo ou rins, ou de caddveres, como
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no caso de ossos liofilizados e congelados. Em alguns casos,
para a utilizacdo dos mesmos, torna-se necessaria a utilizacao
de drogas imunossupressoras, com o intuito de evitar a rejei-
¢do dos 6rgdos, e de outros medicamentos que neutralizem
a possivel contaminagdo microbiana!'!. Além disso, os trans-
plantes tém a desvantagem de trazer uma série de questdes
éticas e até mesmo religiosas. Por outro lado, dispositivos
desenvolvidos para servirem como implantes, além de ndo
apresentarem varios dos problemas referidos acima, sao cria-
dos para atuarem na interface com os tecidos receptores no
organismo, interagindo com eles!?..

Inicialmente, os biomateriais foram desenvolvidos para
que permanecessem inertes no organismo. Sendo assim, os
estudos se voltaram para a forma de se prevenir ou minimizar
as reacgdes teciduais indesejaveis. Atualmente, os novos po-
limeros sdo concebidos para que haja uma efetiva interagdo
com os tecidos, provocando respostas fisiol6gicas como cres-
cimento e/ou diferenciagdo celular no sitio de implantagao!!.
Nas ultimas décadas, avancos significativos foram obtidos
no entendimento dos mecanismos de interagdo das células
animais com o seu ambiente natural, a matriz extracelular?,
bem como a influéncia desta no crescimento e diferenciacao
celular®*, Muitas vezes, este conhecimento vem sendo uti-
lizado para o desenvolvimento de polimeros que possam mi-
metizar as caracteristicas da matriz extracelular, exercendo
assim um papel ativo na restauracdo tecidual.

Os biomateriais empregados podem ser classificados
como permanentes ou tempordrios®. Os materiais perma-
nentes sdo compostos utilizados com o objetivo de substituir
um tecido lesado por tempo indeterminado. Dessa forma, sdo
produzidos de modo a reter as suas caracteristicas mecani-
cas e fisico-quimicas por longos periodos?’. Esses tipos de
dispositivos sdo comumente empregados experimentalmente
como préteses substituindo articulagdes danificadas, valvulas
cardiacas, lentes intra-oculares e outras utilizagcdes. Por outro
lado, existem situacdes onde se necessita de um suporte que
preencha apenas temporariamente a regido lesada, até que a
recomposicao tecidual se concretize, ou ainda que direcione
0 processo regenerativo. Nesse caso, uma alternativa sdo os
biomateriais temporarios.

Segundo Vert e colaboradores'® biodegraddvel é um ter-
mo utilizado para polimeros e dispositivos sélidos que devido
a degradagdo macromolecular sofrem dispersdo in vivo, mas
sem a eliminag@o dos produtos e subprodutos pelo organis-
mo. Polimeros biodegraddveis podem ser atacados por ele-
mentos bioldgicos de forma que a integridade do sistema seja
afetada, formando-se fragmentos ou outros subprodutos de
degradagao, que podem ser removidos do seu local de acdo,
mas nao necessariamente do organismo. Bioabsorvivel sao
materiais poliméricos e dispositivos que podem se dissolver
em fluidos corpdreos sem qualquer clivagem da cadeia ma-
cromolecular ou diminui¢do de massa molecular, como no
caso da dissolucdo lenta de implantes soliveis em fluidos
organicos. Biorreabsorviveis sao materiais poliméricos e dis-
positivos sélidos que mostram degradacdo através da dimi-
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nui¢do de tamanho e que sdo reabsorvidos in vivo; i.e. mate-
riais que sdo eliminados por rotas metabdlicas do organismo.
Biorreabsor¢ao € um conceito que reflete a eliminacao total
do material e dos subprodutos de degradagdo (compostos de
baixa massa molar) sem efeitos colaterais residuais. A pala-
vra “biorreabsor¢do” € aplicada quando a eliminacéo € total.
Um polimero bioabsorvivel pode ser biorreabsorvivel se suas
macromoléculas sdo excretadas'®”. Os materiais poliméricos
biorreabsorviveis sdo os compostos utilizados preferencial-
mente em dispositivos temporarios?..

Dispositivos Biorreabsorviveis como
Substrato para Cultura Celular

Grandes variedades de dispositivos tempordrios vém
sendo utilizadas em sistemas bioldgicos, sendo que os
mais empregados sdo os baseados em poliésteres derivados
de o—hidréxi dcidos como o poli(L-4cido ldtico) (PLLA),
o poli(D-4cido latico) (PDLA), o poli(DL-4cido latico)
(PDLLA), o poli(acido glicélico) (PGA) e a policaprolactona
(PCL)5!. Em seu processo de degradacéo, o polimero € que-
brado em unidades menores por hidrélise simples e os pro-
dutos de sua decomposicdo podem ser eliminados do corpo
por vias metabdlicas, como a via do ciclo do 4cido citrico, ou
diretamente por excrecdo renal!’!%,

Embora a degradagdo de polimeros biorreabsorviveis seja
efetuada predominantemente por hidrélise simples, hd rela-
tos na literatura que a decomposicio do PGA e do PLLA ao
menos em parte também seja estimulada por enzimas!'!!2.
Esquematicamente, a degradagao por hidrélise dos o—hidroxi
dcidos, como o PLLA, pode ser vista da Figura 17, As for-
mas de eliminagdo dos produtos de degradagdo de alguns po-
liésteres podem ser vistas na Figura 2.

Outros polimeros biorreabsorviveis utilizados sdo os po-
lihidroxialcanoatos, poliésteres produzidos por microorga-
nismos. Esses compostos vém sendo utilizados como maté-
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Figura 1. Degradagio dos poli(o-hidroxi dcidos) pelo processo de hidrdlise
(Extraido de BARBANTI et al., 2005).
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Figura 2. Via de degradagdo e excrecdao de alguns poliésteres: poli(p-
dioxano) [PDS], poli(dcido glicdlico) [PGA], poli(acido latico) [PLA] e
poli(hidroxibutirato) [PHB] (Extraido e modificado de AN et al., 2000).
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ria-prima para diversos dispositivos de aplicagdo biomédica
e engenharia tecidual!’®’. Dentre os polihidroxialcanoatos,
destacam-se o poli(3-hidroxibutirato) (PHB), o copolimero
de 3- hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato (PHBV), o poli(4-
hidroxibutirato) (P4HB), o copolimero de 3-hidroxibutirato
e 3-hidroxihexanoato (PHBHHX) e poli(3-hidroxioctanoate)
(PHO). Esses compostos tém sido usados no desenvolvimen-
to de fios de sutura, dispositivos para guiar o reparo tecidu-
al, implantes cardiacos, pinos ortopédicos, stents, tibulos
para regeneragio nervosa e membranas para regeneragio de
pele!). O uso de blendas de PHBV com o PLLA é uma pro-
posta nova na literatura e a avaliagdo bioldgica deste com-
posto pode ser importante e de grande relevancia no contexto
da engenharia de tecidos e vem sendo realizada por pesqui-
sadores que trabalham em colabora¢do com nosso grupo de
pesquisa 4151,

Adesao Celular ao Substrato

Normalmente, para que ocorra uma boa interacdo poli-
mero-célula € necessdrio que se estabelega a adesdo celular
ao substrato. Embora o substrato nao necessite obrigatoria-
mente apresentar caracteristicas semelhantes as da matriz
extracelular para que a adesdo celular ocorra, a similaridade
fisico-quimica € desejada quando o objetivo € a promocdo da
diferenciac@o celular ou para que um determinado polimero
tenha uma interagdo mais efetiva no sitio de implantagao!>316l,
Dessa forma, atualmente busca-se a produ¢@o de polimeros
que apresentem caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas —
tais como o balango adequado entre hidrofilicidade/hidrofo-
bicidade, disposi¢do de cargas elétricas, dureza, elasticidade,
resisténcia —mais proximas possivel a dos tecidos nos quais
serdo implantados. Existe uma relacio entre a hidrofilicidade
e a adesdo celular. Dentro de certos pardmetros, substratos
mais hidrofilicos tendem a suportar uma melhor interagdo
com células!!”#19, Assim, a adesdo é de extrema importan-
cia para a ciéncia dos biomateriais. Somente ap6s aderidas,
as células iniciam seu processo de espalhamento, divisdo e
producido de matriz extracelular nova''”. Espalhamento ou
espraiamento € um processo complexo que envolve modifi-
cacdes na morfologia celular em conseqiiéncia de alteracdes
no citoesqueleto, criando assim uma melhor interacdo com
o substrato. Estas modificagdes podem ser visualizadas na
Figura 3.

Em nosso laboratério utilizamos muito como modelo
para testes de citotoxicidade e adesdo a biomaterias as célu-
las Vero. A linhagem Vero foi obtida a partir de células fibro-
blasticas do rim do macaco verde africano (Cercopithecus
aethiops). Essas células representam um padrao internacional
para estudos com Biomateriais®®. O que por si s6 jd justifica
sua utilizagdo. Além disso, nosso grupo trabalha com essas
células a mais de 15 anos, o que nos permite conhecer bem
sutilezas na variacao de seu comportamento frente a diversas
situagdes experimentais.
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(b)

Figura 3. Espalhamento de Células Vero. Durante a inoculacdo se observam
células arredondadas, uma morfologia adequada a situa¢do de estarem em
suspensdo. Com a adesio as células iniciam sua interacio com o substrato.
Em a) se observa o inicio do fendmeno conhecido como espalhamento (ou
espraiamento), onde em conseqiiéncia das interacdes com a superficie de
crescimento, ocorrem modificagdes no citoesqueleto e conseqiientemente na
morfologia celular, passa ser achatada sobre a superficie em que cresce; e b)
célula ja espalhada sobre o substrato.

A boa integracido do biomaterial com c€lulas ou tecidos
depende ainda da prépria estrutura dos dispositivos produ-
zidos. Nossa experiéncia vai de acordo com os dados na
literatura, indicando que materiais porosos promovem O
crescimento celular, bem como induzem as c€lulas a produ-
zir componentes de matriz extracelular!?!. A distribuicio
uniforme e as interconexdes dos poros sdo importantes para
facilitar a formagdo de tecidos na forma de uma rede organi-
zada, tendo grande aplicagdo na reconstrugio tecidual®*?*,
In vivo, a porosidade e interconex@o dos poros sdo essenciais
para a proliferagdo de vasos, facilitando a nutri¢do do tecido
ao redor do implante. Assim, diferentes tipos de construgdes
contendo PLLA vém sendo desenvolvidos e testados como
substratos para o crescimento celular.

Estruturas fibrosas de PLLA, PCL e poli(L-4cido latico-
co-caprolactona) (PLCL) nano e microestruturadas foram
desenvolvidas em diferentes composicdes (70/30, 50/50 e
30/70). Foi observado que células endoteliais umbilicais hu-
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manas (células HUVECS) apresentaram uma boa adesdo e
proliferacdo sobre as fibras de menor didmetro do composto
formado (entre 0,3 e 1,2 mm de diametro), enquanto que uma
marcada reducdo na adesao e no espalhamento celular, assim
como uma baixa capacidade de proliferacdo das células, foi
notado nas fibras de grande didmetro, cerca de 7,0 mm™/,

Nossos estudos relatam uma adesao inicial lenta ao PLLA
e ao PHBV!"*2I, Isso ndo significa necessariamente que o
material testado n@o seja promissor na utiliza¢do para enge-
nharia tecidual. Mann et al.”?! mostraram que materiais onde
a adesdo é mais lenta podem estimular a producgio de com-
ponentes de matriz extracelular de forma precoce permitin-
do o crescimento e proliferacdo celular. Nossas observacdes
corroboram as destes autores'*'?7l. A matriz extracelular
tem grande influencia sobre a migracéo, proliferacdo e di-
ferenciagdo das cé€lulas cultivadas sobre os materiais. Guna-
wan e colaboradores mostraram a influéncia da densidade de
componentes da matriz extracelular na migracdo de células
intestinais de rato (células IEC-6). Foi mostrado que as c€lu-
las migram em direcdo ao gradiente formado, demonstrando
uma particular participa¢do da laminina neste processo'?®!.

Apesar disso, modificagdes na arquitetura de substratos
para cultura celular visando a procedimentos de engenharia
tecidual é uma tendéncia. Estas modificagdes na superficie
visam uma melhor intera¢do com células tanto in vitro como
in vivo. Quando se pensa em cultura celular, aumentar a in-
teracdo com células significa favorecer a interag@o inicial
das células com o substrato, ou seja, aumentar a adesdo. Em
um relato recente, substratos nano-fibrosos de PLLA (NF-
PLLA) foram desenvolvidos e testados. As modifica¢des de
superficie aumentaram significativamente a adesdo e o es-
palhamento celular. Mantiveram também a proliferacdo das
células por mais de duas semanas. As modificacdes de su-
perficie também aumentaram a producio de componentes da
matriz extracelular!.

Substratos porosos de PDLA e PLLA contendo 2-me-
tacriloiloxietil fosforilcolina (MPC) e n-butil metacrilato
(BMA) foram investigados quanto a sua capacidade de inte-
racdo com fibroblastos. O MPC € andlogo da fosfatidilcolina,
que € um lipideo tipico da membrana plasmatica das células.
Os resultados obtidos foram bastante interessantes. O nime-
ro de células aderidas foi correlacionado com o conteido de
PDLA e PLLA, pois as células apresentavam um bom pa-
drao de adesdo e migravam para o interior do substrato com
apenas 24 horas de cultura. Por outro lado, a morfologia das
células foi influenciada pelo contato com o MPCP, Assim, a
adi¢do de MPC tornou o PDLA e o PLLA mais receptivos a
interacdo inicial com as células.

Nakagawa et al. submeteram o PLLA ao tratamento com
plasma de CO, observaram um aumento da hidrofilicidade
da membrana. A resposta celular também foi bastante satis-
fatéria nas membranas submetidas ao plasma em relagdo aos
controles. O tratamento com plasma propiciou uma melhor
adesdo e proliferacdo celular, embora os autores tenham tra-
balhado com culturas de curta duragio, até trés dias apenas'.
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Ryu e colaboradores* submeteram membranas de poli(D,L-
acido latico-co-4cido glicélico) (PLGA) ao tratamento com
plasma. Nesse estudo, a superficie do PLGA foi modificada
por TiO, com o objetivo de aumentar as interagdes de c€lulas
com a superficie do material. Os resultados indicaram que
as modificacdes superficiais aumentaram a hidrofilicidade, a
adesdo e a proliferagdo celular®.,

Engenharia de Tecidos e Polimeros Biorreabsorviveis

Estabelecida a adesdo celular, o material testado passa a
ser estudado com um agente carreador de células em proce-
dimentos que visam a restauragdo de tecidos danificados. A
engenharia tecidual pode ser compreendida como a aplicagao
de principios das ciéncias exatas a criacdo e/ou regeneragdo
tecidual. Trés estratégicas gerais tém sido adotadas para a ob-
tengdo de novos tecidos!'®:

1. Utilizacdo de células autogenas (ou autologas, isso

é, isoladas do préprio individuo), de células isdgenas
(ou isologas, células de individuos diferentes, porém
geneticamente iguais e de mesma espécie), de células
alégenas (ou alologas, de individuos diferentes, mas
de mesma espécie) ou de células xendgenas (ou xeno-
logas, de individuos de espécies diferentes)®. Essas
células sdo expandidas em cultura e implantadas ao
corpo por métodos de infusdo. No entanto, suas limi-
tagdes incluem a capacidade das células em manterem
suas caracteristicas diferenciadas in vitro; a dificuldade
de expandir suficientemente algumas células em cultu-
ra, uma vez que alguns tipos celulares como células
hepaticas e neurais ndo apresentam possibilidade de
expansdo em numero adequado para uso clinico; além
da rejeicdo imunoldgica, quando células alogénicas e
xenogénicas sio utilizadas.

2. Cultura de tecidos para posterior implantagdo e subs-
tituicdio de tecidos doentes ou danificados. O exemplo
mais comum € o enxerto de pele®¥ para uso clinico.
Essa estratégia tem como principal vantagem a alta
biocompatibilidade e biofuncionalidade. No entanto,
apresenta as mesmas desvantagens citadas acima.

3. Utilizac@o de substincias que induzem a regeneracgao
do tecido danificado. O sucesso dessa estratégia de-
pende da purificagdo e producdo em larga escala de
moléculas sinais apropriadas, como os fatores de cres-
cimento e os fatores de adesdo. Para a proliferacio
de muitos tipos celulares (o que pode induzir a for-
macdo de um novo tecido), existe a dependéncia de
uma combinacio de varios fatores de crescimento que
sdo proteinas altamente especificas. Alguns fatores de
crescimento podem ser liberados lentamente através
de cédpsulas poliméricas e podem estimular o cresci-
mento do tecido danificado™. J4 os fatores de adesdo
sdo componentes protéicos dos fluidos bioldgicos e/ou
da matriz extracelular adsorvidos na superficie do ma-
terial, como a fibronectina, vitronectina e a laminina

311



Santos Jr., A. R.; Wada, M. L. F. - Polimeros biorreabsorviveis como substrato para cultura de células e engenharia tecidual

as quais sdo reconhecidas por integrinas (receptores na
membrana celular associados ao citoesqueleto)™. As
integrinas ligam-se a pequenos dominios nos fatores
de adesao!, como por exemplo a seqiiéncia de amino-
acidos Arg-Gly-Asp (RGD) encontrada na estrutura da
fibronectina e vitronectina ou a seqiiéncia Tyr-Ile-Gly-
Ser-Arg (YIGSR) da estrutura da laminina. O RGD e
muitos outros oligopeptideos t€ém sido incorporados
em alguns biomateriais para estimularem adesdo e
conseqiiente proliferagdo celular.

De especial interesse, sdo os implantes autégenos ou auto-
enxertos. Esta técnica € realizada com a utilizagc@o de células
sadias provenientes do préprio paciente onde o polimero serd
implantado. O implante autégeno apresenta algumas vanta-
gens sobre o transplante de 6rgdos. Pelo fato da populacio
de células isoladas serem expandidas in vitro por meio de
cultura celular, somente um pequeno nimero de células do
doador sdo necessdrias para se preparar o implante. O uso de
células autégenas permite ainda evitar problemas imunol6gi-
cos como rejeigdes ou processos alérgicos™371,

Crescimento e Proliferagao Celular sobre
Polimeros Biorreabsorviveis

Dispositivos biorreabsorviveis t€ém sido usados in vitro
como suporte para o crescimento e proliferagdo celular de
diversos tipos celulares. Foi mostrado que células endote-
liais podem multiplicar-se sobre estes substratos de PLLA
de forma satisfatéria. Isso ocorre sem que haja ativagdo
das plaquetast®®*!. Foi relatado que células de camundongo
NIH/3T3 cultivadas sobre membranas de PHBV apresenta-
ram uma boa adesio e taxa de multiplicac@o sobre o material.
Esses parametros foram aumentados como modificacdes fisi-
co-quimicas no PHBV as quais modificaram a hidrofilicidade
do polimero*?. Em outro relato, o PHBV manteve a prolife-
racdo celular de forma similar ao observado em esponjas de
colageno por até 35 dias de cultura™'l.

A capacidade do substrato em estimular o crescimento e
proliferacdo celular deve estar intimamente relacionada com
sua habilidade de absorver proteinas. Em trabalho recente,
ZHU e colaboradores mostraram que o recobrimento de su-
perficie de dispositivos de PLLA com grupamentos amina
livres aumentam o espalhamento e proliferacdo das células
endoteliais™!. Também foi relatado que proteinas da matriz
extracelular como a fibronectina, laminina e coldgeno tam-
bém estimulam a multiplica¢do das células sobre substratos
para engenharia tecidual®!. Mostramos anteriormente que
células Vero podem produzir matriz extracelular rica em
fibronectina e coldgeno sobre membranas de PLLA densas
ou porosas, PHBV e blendas de PLLA/PHBV em diferentes
propor¢des!'®21, Isso provavelmente ajuda a explicar o fato
de se observar uma taxa de proliferacdo bastante significa-
tiva, embora a adesdo inicial das células seja lenta em parte
destes compostos?!-"1,
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Dispositivos Biorreabsorviveis para o
Tecido Cartilaginoso

A utilizag@o de materiais biorreabsorviveis no auxilio ao
reparo da cartilagem articular vem sendo pesquisada. A car-
tilagem € um tecido avascularizado e que possui basicamente
dois tipos celulares, os condrdcitos e condroblastos. E com-
posto por uma matriz extracelular constituida, principalmente
de coldgeno e glicosaminoglicanos. A proporc¢do entre estes
componentes depende do tipo de tecido cartilaginosot*?l. A
cartilagem, uma vez danificada, apresenta pouca ou nenhu-
ma capacidade regenerativa e determinadas lesdes podem
evoluir para alteracdes degenerativas bastante graves nas
articulagdes®’#. Além de ndo se conhecer ao certo os meca-
nismos de formagao da cartilagem articular, existem poucos
procedimentos clinicos alternativos a substitui¢do da articu-
lag@o por préteses que possam preencher pequenos defeitos,
surgidos em decorréncia de traumas ou doencas degenera-
tivas. Dessa forma, buscam-se intensamente materiais que
possam mimetizar o comportamento biomecanico da carti-
lagem articular objetivando a restauracdo das articulagdes!®”..
Dentre os diferentes compostos estudados para tal aplicacio,
destacam-se alguns materiais poliméricos, tanto tempordrios
como permanentes. Dentre os materiais biorreabsorviveis
que vém sendo estudados para utilizacdo como matriz car-
tilaginosa tempordria, destacam-se os polimeros de PLLA e
PGA bem como seus copolimeros e blendas.

Freed e colaboradores* estudaram condrdcitos cultivan-
do-os sobre uma matriz fibrosa de PGA e membranas po-
rosas de PLLA. Os resultados mostraram a neoformacio de
tecido cartilaginoso compardvel a condrdcitos cultivados em
substratos de coldgeno obtido de cartilagem articular. Nessa
condig¢do, os condrdcitos foram capazes de crescer sobre es-
ses polimeros por até seis meses, mantendo a forma do dis-
positivo original e resultando na formacgdo de um tecido com
caracteristicas semelhantes as da cartilagem, inclusive com a
formacdo de glicosaminoglicanos e coldgeno tipos T e 114,
Por outro lado, Grande et al.**! relatou que células cartilagi-
nosas cultivadas em poliésteres como PLLA e PGA tendem
a ter um aumento na sintese de proteoglicanos e de coldgeno
quando comparadas com células cultivadas em matriz de co-
lageno. Puelacher et al."® estudaram o crescimento de con-
drécitos in vitro e in vivo em moldes compostos de PGA e
PLLA que simulavam a morfologia da cartilagem nasal hu-
mana. Estes autores observaram que nestas estruturas houve
a formagdo de um tecido que simulava as caracteristicas da
cartilagem hialina. Os resultados experimentais destas técni-
cas de reconstrucdo tecidual, uma vez aperfeicoadas, apre-
sentam aplicagdes potenciais em ortopedia, cirurgia plastica
reconstrutiva e cirurgia craniomaxilofacial. Além disso, foi
demonstrada por a formagdo de uma estrutura com caracte-
risticas teciduais semelhantes a cartilagem hialina apds seis
semanas, quando células pericondriais foram cultivadas so-
bre membranas de PLLA e implantadas na regido condilar
femural de coelhos 471,
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Células obtidas de cartilagem articular humana, mantidas
em cultura sobre dispositivos constituidos por diferentes po-
liésteres biorreabsorviveis mostraram que o processo de ade-
sdo era proporcional a hidrofilicidade dos polimeros. Apesar
disso, ndo foram observadas variacdes no espalhamento das
células sobre os diferentes biomateriais. Embora as células
estudadas tivessem uma menor adesividade as membranas
de PLLA que ao PLGA, as células mostraram uma melhor
capacidade proliferativa sobre o PLLAM, Também foi ob-
servado que condrdcitos humanos cultivados em membranas
de PLLA mostraram menor capacidade de produzir matriz
cartilaginosa e coldgeno tipo II em relagdo a membranas de
PLGA. Por outro lado, as células apresentaram maior capa-
cidade de sintetizar coldgeno tipo I sobre o PLLA™!. Qu-
tros resultados interessantes foram relatados com suportes de
PLLA utilizados para a reconstituicdo de lesdes em menis-
co. Foi observado que os implantes porosos puderam guiar
o crescimento vascular para dentro da regifo lesada™. Foi
ainda relatada a reconstru¢cdo de menisco canino utilizando
copolimeros de dcido ldtico/e-caprolactona"l. Estes resulta-
dos demonstram que os principios da engenharia de tecidos
com a utilizacdo de materiais biorreabsorviveis compdem
uma drea de trabalho bastante promissora. Certamente essas
metodologias trarfo resultados bastante significativos em um
futuro préximo.

Tentando mimetizar ainda mais o ambiente natural das
células cartilaginosas, Takagi e colaboradores desenvolve-
ram um dispositivo tridimensional composto coldgeno e o
copolimero do PLLA como &cido poliglicurénico. O 4cido
glicurénico € um dos componentes que formam os glicosa-
minoglicanos presentes na matriz extracelular dos tecidos.
Os autores mostraram que células cartilaginosas cultivadas
no interior de arcabouco foram capazes de consumir glicose
de meio de cultura e produzir componentes da matriz extra-
celular tipicos de tecido cartilaginoso®?,

Chen et al.**, em um experimento muito bem desenvol-
vido, cultivaram condrdcitos em micro-esferas de PLLA em
sistema de biorreator. As microesferas tiveram ainda a sua
superficie modificada com adi¢do de peptideos RGD, que
consiste de pequenas seqiiéncias repetitivas dos aminodci-
dos arginina (Arg ou R), glicina (Gly ou G) e dcido aspartico
(Asp ou D). Essas seqiiéncias de aminoacidos reconhecida-
mente estimulam a adesao celular. Foi acompanhada a degra-
dacdo do PLLA em diferentes tempos (depois de 7, 14, 21,
28, 35, 49 e 56 dias). Os autores puderam verificar que nos
tempos pesquisados os materiais ainda estavam estaveis para
suportar crescimento celular. Com a utilizagao de biorreator,
a quantidade de células sobre os biomateriais € aumentada de
forma bastante significativa e os dispositivos estudados mos-
traram uma capacidade de estimular a adesdo e proliferagio
celular bastante boa. Os autores observaram ainda a forma-
¢do de micro-agregados, o que poderia indicar a produgado de
matriz extracelular™,

Niao temos experiéncia de cultivo de células cartilagi-
nosas em substratos biorreabsorvieis. Por outro lado, nosso
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grupo cultivou anteriormente condrdcitos porcinos em po-
limeros permanentes como o poli(metacrilato de 2-hidréxi-
etila) (poliHEMA). Foi observado que o comportamento das
células cartilaginosas se assemelhava bastante a de células
Vero sobre o mesmo substrato. Pelos dados obtidos na
literatural®162644491 ¢ nossos proprios resultados*>4, a extra-
polagdo de dados obtidos com fibroblastos sobre adesdo e
crescimento celular as células cartilaginosas pode ser feita,
embora com alguns cuidados 6bvios. Dessa forma, a busca
por um material polimérico que melhor mimetize funcional-
mente a cartilagem articular ainda persiste.

Dispositivos Biorreabsorviveis para o Tecido Osseo

Com o desenvolvimento metodolégico aplicado a enge-
nharia de tecidos, novos procedimentos passaram a ser uti-
lizados na restauraciio 6ssea. Materiais poliméricos podem
servir como suporte para o crescimento celular, permitindo a
penetragdo de vasos sangiiineos e em alguns casos, até mes-
mo exercem atividade morfogenética. No caso de materiais
biorreabsorviveis, eles sdo muitas vezes enriquecidos com
hidroxiapatita, fatores de crescimento, proteinas morfogené-
ticas 6sseas (BMPs) além de outros elementos dsseos, tor-
nando-os muito eficientes no estimulo a neoformagao 6ssea
em regides lesadas!.

O transplante de diferentes tipos de células isoladas e cul-
tivadas em substratos de PLLA e PGA vem sendo investiga-
do como uma forma de substituicdo temporaria de porgdes
teciduais danificadas'®. Foi observado que em copolimeros
de PLGA quando implantados em 0ssos, concomitantemente
a biorreabsorc¢do do material ocorre a neoformagio de tecido
6sseo no local do implante. Além disso, o PLGA apresenta a
vantagem adicional de sua degradacdo completa ser bastante
varidvel, podendo ocorrer em semanas ou em anos, depen-
dendo da razao dos poliésteres presentes nos copolimeros®>.

Células osteoblasticas cultivadas em filmes de PLLA,
PGA e PLGA mostraram um padrdo de adesdo e espalha-
mento celular bastante satisfatério, além de apresentarem a
capacidade de crescer e proliferar sobre o substrato. Além
disso, as células sobre estes polimeros demonstraram um
aumento na atividade da enzima fosfatase alcalina, um mar-
cador de diferenciacdo e atividade dssea, e na sintese de co-
lageno 1P, Resultados similares foram obtidos cultivando-se
osteoblastos em dispositivos tridimensionais de PLGA. Nes-
se caso, foi observado ainda a mineralizagdo da matriz dssea
produzidal”381, E interessante ressaltar que, mesmo células
obtidas de medula éssea quando cultivadas em membranas
porosas de PLGA e implantadas no interior de mesentério de
ratos foram capazes de iniciar a formacao ectdpica de tecido
6sseol’.

Outra abordagem bastante interessante € a adsor¢do aos
polimeros de fatores que estimulem as células a se diferen-
ciarem. Os primeiros relatos onde foi adicionada a forma re-
combinante da proteina morfogenética 6ssea humana tipo 2
(rthBMP-2) em membranas biorreabsorviveis foram feitos no
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final da década de noventa. Nesse caso, foi observado que,
nos osteoblastos cultivados nos substratos com rhBMP-2,
houve uma maior produ¢do de matriz dssea em relagdo aos
controles™. Experimento semelhante foi realizado por
Hollinger et al.®"!, onde a rhBMP-2 foi adsorvida a uma ma-
triz de colageno I. Quando essa matriz colagénica foi implan-
tada em porg¢des fraturadas de ossos, houve a neoformacao de
tecido 6sseo bem como a integracdo do implante com 0 0sso
lesado. Embora os resultados obtidos sejam bastante anima-
dores, esta abordagem terapéutica parece ser limitada pelo
tamanho da fratura produzida®.

Gugala et al.'®”! estudaram a adsor¢io de proteinas sobre
a atividade de osteoblastos cultivados por até trés semanas
sobre membranas porosas e ndo porosas de PDLA. Foi ob-
servado que a presenca de poros ndo influenciou a adsor¢do
protéica. Esses autores mostraram que as células mantiveram
o fendtipo tipico de osteoblastos, foram capazes de formar
nédulos de mineralizagdo, ou seja, regides onde se observa
matriz orginica mineralizada, e produzirem fosfatase alca-
lina, uma enzima comumente relacionada ao processo de
biomineralizagdo tanto in vitro quanto in vivo. Comparati-
vamente, e ao longo do tempo, a quantidade de proteinas,
a taxa de fosfatase alcalina e o volume de células aumen-
taram mais na membrana porosa em relagdo a nio porosa.
Simon et al.l®*! cultivaram osteoblastos sobre um gradiente
de PLLA e PDLLA. O objetivo era avaliar se o gradiente
alterava o padrdo de interacdo das células com o substrato.
Foi relatado que a adesao foi similar em ambas as por¢des do
gradiente, porém a proliferacdo foi mais significativa nas re-
gides ricas em PDLLA (mais lisas) do que nas porcdes ricas
em PLLA, que sdo mais rugosas. Esses resultados demons-
tram que topografia, além da composicao do substrato, inter-
fere no comportamento de células 6sseas. Nossa experiéncia
mostra que o PLLA talvez ndo seja o substrato ideal para a
cultura de células 6sseas. Mostramos que comparativamente
ao PLLA, células osteoblasticas murinas aderem de forma
muito mais intensa ao PGA, tanto na forma densa quanto na
forma porosal®y. Apesar disso, com 24h de cultivo, observa-
mos que o padrao de espalhamento das células sobre os subs-
tratos ¢ semelhante.

Tem sido postulado que materiais porosos implantados in
vivo apresentam uma melhor integragcdo com o tecido recep-
tor. O diametro ideal dos poros para o crescimento tecidual
ainda apresenta algumas discordancias. Alguns autores fa-
lam em variacdes de diametro entre 300-400 pwm, outros dédo
intervalos ainda mais amplos na ordem de 200-400 um!'®.
Muito ainda se necessita pesquisar para se buscar um mate-
rial que sirva como substrato para o crescimento de células
Osseas visando regeneragao tecidual.

Dispositivos Biorreabsorviveis para a Pele

Virios grupos investigam diferentes métodos para criar
equivalentes dérmicos usando diferentes substitutos base-
ados em materiais biolégicos como, por exemplo, colage-
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no, fibrina, cultura de camadas epidérmicas, ou materiais
sintéticos™®!. Substitutos dérmicos em pacientes, entretanto,
tém mostrado um crescimento lento das estruturas vascula-
res para o interior dos componentes dérmicos. Isso resulta
em uma segunda fase do procedimento cirdrgico na qual os
componentes epidérmicos sdo transplantados para o ferimen-
to em regeneragao!®’.

A pesquisa sobre substitutos dérmicos inevitavelmente
chega a era dos polimeros biorreabsorviveis. Eles apresen-
tam algumas vantagens em relacdo aos substratos bioldgicos
uma vez que, por serem sintéticos apresentam um nivel de
producdo mais padronizada e, portanto, existe uma menor
variacdo entre diferentes lotes de producdo; podem ser mo-
dificados para melhor atender as necessidades clinicas sem
que haja perda nas suas propriedades mecanicas; eles pra-
ticamente eliminam a possibilidade de serem vetores de vi-
rus e prions, sendo assim mais seguros aos pacientes!®®. Os
mais pesquisados para esta finalidade sdo PLLA, PGA e o
PLGA. Recentemente um novo tipo de polimero bioabsorvi-
vel, o poli(tereftalato de etileno)/poli(tereftalato de butileno)
(PGT/PBT) tem sido utilizado. Em um experimento bastante
elegante, Ghalbzouri e colaboradores mostraram a reconstru-
¢ao de fragmento de pele substituto utilizando membranas de
PEGT/PBT com culturas de fibroblastos e queratindcitos. A
estrutura formada apresentava vdrias caracteristicas de pele
diferenciada, como uma camada epidérmica que expressava
varios tipos de queratinas, sob o qual cresciam camadas de
fibroblastos. Entre esses dois dominios ainda se observou a
presenca de componetes de membrana basal, tais como cola-
geno VII, laminina e nidogénio!®®!.

Polimeros naturais s@o muitos estudados quando se visa
a restauracdo da pele. Dentre eles, destaca-se o coldgeno.
Coldgeno vem sendo utilizado a partir de diversas fontes
xenogénicas, tais como os obtidos de boi, porco e cavalo.
Alguns tipos de coldgeno humano j4 sio utilizados nos Esta-
dos Unidos da América com a aprovacdo da Food and Drug
Admistration (FDA). O coldgeno mostra-se extremamen-
te receptivo a cultura de células fibroblasticas. Mostramos
que sobre géis de coldgeno, estas células sdo capazes de
produzir componentes de matriz extracelular como glicosa-
minoglicanos e fibronectina, de modo a formar um tecido
que lembra, em suas caracteristicas, um tecido conjuntivo
reconstituido!®®!. Entretanto, com variag¢des nas condigdes de
cultura utilizadas, células fibroblasticas podem passar a se
comportar como se fossem epiteliais, diminuindo seu com-
portamento migratdrio sobre a matriz de coldgeno e produ-
zindo moléculas como coldgeno IV e laminina®*%), Assim,
consideramos a utilizagdo do coldgeno como um modelo
bastante interessante nao apenas a drea de reconstrugao teci-
dual, mas também para estudos da prépria diferenciagdo das
células cultivadas nele.

O coldgeno apresenta uma série de vantagens, como a
sua disponibilidade, ser biodegradavel e biorreabsorvivel, ser
resistente a forcas de distensa@o e ter suas propriedades alte-
radas por modificacdo de seus grupos funcionais. Entretan-
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to, ele apresenta algumas desvantagens como a degradacao
rapida, grande hidrofilicidade que pode causar um inchago
significativo apds o implante, uma baixa resisténcia a forgas
mecanicas de compressdo e o seu alto custo de purificagdo.
Isso vem limitando a sua utilizagéo!.

Alternativas vém sendo desenvolvidas visando também
a regeneragdo dérmica e/ou engenharia de tecidos. Recente-
mente, alguns autores vém observando com cuidado a utili-
zacdo da quitosana. A quitosana, ou N-caboxibutilquitosana,
¢ um derivado da desacetilagdo da quitina. E um composto
ndo imunogénico e que apresenta uma degradacdo em meio
aquoso ¢ lenta, mesmo com a presenca de lisosimas, e seu
produto de degradagio, a glicosamina, ndo séo téxicos!’!). Es-
ponjas de quitosana devem, a0 menos em teoria, apresentar
uma estrutura e tamanho estivel durante o periodo de cultura
celular. Foi observado que membranas porosas de quitosana
mostram uma boa integridade e receptividade ao espalha-
mento celular'l.

Aproveitando as caracteristicas da quitosana e associando
com as propriedades do coldgeno foi proposta a utiliza¢ao de
blendas de coldgeno/quitosana. Foi observado que as blendas
apresentavam uma grande capacidade de retencdo de dgua,
ou seja altamente hidrofilicas, também estimulavam marca-
damente o crescimento de fibroblastos sobre elas. Além dis-
80, a adi¢do de quitosana nio diminuiu a interatividade das
células ao coldgeno. Estas blendas mostram uma boa capa-
cidade de atrair fibroblastos in vivo para o seu interior o que
facilitaria a formagdo de uma neoderme!.

Dos polimeros biorreabsorviveis disponiveis, sem divi-
da o mais amplamente utilizado sdo variacdes do poli(dcido
latico), o PLLA, PDLA e o PDLLA. Mostramos o comporta-
mento de células fibroblasticas cultivadas sobre membranas
tridimensionais de PLLA densas e com poros com diferentes
diametros. Nesses substratos, foi observado que as células
foram capazes de aderir aos polimeros, proliferar sobre eles
e produzirem moléculas de matriz extracelular, como cola-
geno IV e fibronectina”. Esse comportamento faz com que
o PLLA seja um substrato a ser considerado para lesdes de
pele. No entanto, o poli(dcido lactico) apresenta uma resis-
téncia mecanica baixa. Uma alternativa seria a formagao de
copolimeros ou blendas para a modifica¢do das propriedades
mecénicas. Resende et al.’? avaliaram a eficdcia de mem-
branas de PLGA com e sem plastificante como curativo em
lesdes de pele. Os resultados in vitro mostraram que a adi-
¢ao de plastificante diminui a temperatura de transi¢cdo vitrea
(Tg) das membranas e aumentou a flexibilidade das mesmas.
O estudo in vivo mostrou que o polimero degradou rapida-
mente em contato com a pele sem causar inflamagdes sérias
e protegeu a drea ulcerada da acdo de agentes externos. A
recomposicao dos ferimentos foi mais rdpida na presenca das
membranas mostrando que as mesmas podem ser utilizadas
como curativos para pele.

Assim, nossa experiéncia e os dados na literatura disponi-
veis apontam para que polimeros biorreabsorviveis sejam uma
alternativa vidvel, desde que se escolha um substrato para o
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crescimento cuja degradagdo coincida com a regeneracio da
derme-epiderme e que permita ainda a neovasculariza¢do do
tecido formado no local do implante. Membranas densas ou
porosas de PLGA podem ter essas caracteristicas®. A busca
por materiais com boas propriedades pode ser uma alternati-
va promissora na recomposi¢do de pele lesada.

Conclusao

As vantagens da utilizagdo de compostos biorreabsorvi-
veis sdo inimeras em relacio a outros procedimentos cirtr-
gicos mais tradicionais. Dispositivos de fixagdo interna, utili-
zados em cirurgias ortopédicas, perdem sua fun¢do de manter
os tecidos unidos quando a recomposic@o estrutural se con-
clui. Implantes bioabsorviveis para fixagao interna apresen-
tam a vantagem de eliminar uma segunda intervengao cirtr-
gica para sua remocdo. Eliminam-se também os riscos com
implantes metdlicos tais como corrosio ou atrito com 0 0sSo.
A utilizac@o de polimeros biorreabsorvieis apesar de ainda
se encontrar em estudo e seu emprego € bastante promissor.
Novos compostos sido desenvolvidos e avaliados a cada ano e
suas perspectivas de utilizacdo sdo imensas. A demanda por
“materiais ideais” a cada tecido e abordagem clinica ainda €
um desafio.
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