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Resumo

A bioengenharia tecidual visa criar e aprimorar novas terapias e/ou desenvolver novos biomateriais que restaurem, melhorem
ou impe¢am o agravamento da fungdo tecidual comprometida. Essa especialidade possui diversas aplicagées, como, por
exemplo, em situagcGes com grande perda de integridade tecidual resultante de traumas, deformidades do desenvolvimento
e doengas. Na perda ou comprometimento do tecido 6sseo, varios biomateriais naturais ou sintéticos, como polimeros,
ceramicas e metais ou seus compdsitos tem sido investigados e utilizados de diferentes maneiras, como uma alternativa aos
enxertos 6sseos. Para comprovar a eficacia destes biomateriais, testes in vivo podem ser realizados, e uma forma adequada de
se avaliar os componentes celulares envolvidos na regeneragdo tecidual é a andlise de bidpsias através da microscopia eletrdnica.
O objetivo deste trabalho é, portanto, realizar uma revisdo de literatura sobre os principais biomateriais utilizados na regeneragdao
dssea, a contribuicdo da microscopia eletronica e perspectivas futuras.
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Abstract

The main objective of Tissue Engineering is to create and improve therapies and/or develop new biomaterials that restore,
maintain or improve the tissue’s function. It may be applied when extensive defects caused by traumas, development deformities
or illness are present. Many bone grafts have been developed. They may come from natural or synthetic origin, as polymers,
ceramics and metals, or composites derived from these materials. To prove the efficacy of these biomaterials, in vivo tests may
be applied like biopsies and electron microscopy, which may be an adequate manner of visualizing the cells involved in tissue
regeneration. The purpose of this article consists in making literature review about the main biomaterials applied in the bone’s

regeneration, the electron microscopy’s contributions and the future perspectives in this field.
Keywords: Bone’s Regeneration — Tissue Engineering — Ceramics — Electron Microscopy — Biocompatible Materials.

INTRODUCAO

A Dbioengenharia tecidual é um campo
multidisciplinar que envolve a aplicagdo de principios
e métodos da engenharia e das ciéncias da saude para
assistir e acelerar a regeneragdo e o reparo de tecidos
defeituosos ou danificados (TABATA, 2009). Deste modo,
essa ciéncia visa criar e aprimorar novas terapias e/ou
desenvolver novos biomateriais que restaurem,
melhorem ou impegam o agravamento da funcdo
tecidual comprometida (KAIGER; MOONEY, 2001;
SACHLOS; CZERNUSZKA, 2003; MARINS et al., 2004).

Essa especialidade possui diversas aplicagGes, como
em situagdes com grande perda de integridade tecidual
resultante de traumas, deformidades do desenvolvimento
e doengas (YOUNG et al., 2007). Um de seus maiores
desafios é o desenvolvimento de biomateriais para a
recuperagao do tecido dsseo e, atualmente, o aumento
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da expectativa de vida da populagdo faz com que a
osteoporose seja considerada um problema de saude
publica, levando a maior risco de fraturas dsseas
(NAVARRO et al., 2008). As modalidades de tratamento
convencional utilizadas na reconstrugao do tecido dsseo
apresentam resultados muitas vezes aquém do esperado.
Ndo obstante, a inabilidade em restaurar a integridade
do esqueleto pode levar a co-morbidades associadas,
consultas médicas frequentes, diminuicdo na qualidade
de vida e aumento dos custos médicos (CARLO et al.,
2009).

Assim, o principal objetivo da bioengenharia é
superar as limitagdes dos tratamentos convencionais
vigentes, baseados na cirurgia reconstrutora ou no
transplante de 6rgdos. Sobretudo, sendo capaz de
produzir substitutos para érgdos e tecidos que
apresentem tolerancia imunoldgica, o que possibilita
sua implantagdo no paciente sem risco de rejeicdo pelo
organismo (SACHLOS; CZERNUSZKA, 2003).

A aplicagdo de biomateriais sintéticos na
regenerag¢do do tecido dsseo, como uma alternativa aos
enxertos 0sseos, é relevante, pois eles ndo danificam
tecidos saudaveis, ndo aumentam os riscos de
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contaminacgG@es virais e bacterianas, além de serem
disponibilizados comercialmente (WILLIAMS, 1987).
Podem, ainda, ser de facil dissolugdo e absorcdo, ao
mesmo tempo em que permitem e estimulam a formacgdo
Ossea (WAN; NACAMULI; LONGAKER, 2006; CHEN et al.,
2009).

O tecido dsseo, por sua vez, estda em constante
remodelacdo e sua massa total depende da relagdo de
equilibrio existente entre a formacgdo e a reabsorgdo
Ossea (SILVA et al., 2007). A consolidagdo do reparo neste
tecido estd condicionada a determinadas condigGes, tais
como amplo suprimento sanguineo, estabilidade
mecanica, presenga de um arcabougo tridimensional e
tamanho do sitio lesionado. Em regides em que a
morfologia e dimensao do defeito sdo extensas e criticas
ao reparo, 0 mecanismo regenerativo torna-se limitado
e, desta forma, ha formacgdo de cicatriz fibrosa (KIM et
al., 2006).

Por isso, os biomateriais utilizados como substitutos
do tecido dsseo devem possuir caracteristicas
peculiares. Eles devem ser biocompativeis,
biodegradaveis e osteocondutivos, proporcionando a
condugdo de osteoblastos ou de células precursoras de
osteoblastos para o sitio lesado e de fatores regulatérios
gue promovam esse recrutamento, assim como o
crescimento celular neste sitio (LIU; MA, 2004; WAN;
NACAMULI; LONGAKER, 2006; CHEN et al., 2009). Além
disso, precisam proporcionar uma estrutura adequada,
que servira de suporte para a neoformacdo Gssea
(PRECHEUR, 2007).

Esses biomateriais ainda devem possuir funcdo
imediata apds a implantacdo e ter habilidade de
remodelacdo e integragcdo com o organismo (VUNJAK-
NOVAKQOVIC; KAPLAN, 2006). A bioengenharia tecidual,
deste modo, visa desenvolver biomateriais com estrutura
tridimensional que sirvam de suporte fisico estrutural e
que afetem a fisiologia celular, estimulando sua
migracao e diferenciacdo (LIU; HAN; CZERNUSKA, 2009).

O objetivo desse trabalho é, portanto, o de realizar
uma revisdo de literatura sobre os principais
biomateriais utilizados na regeneracgdo Ossea, a
aplicacdo da microscopia eletronica na bioengenharia
Ossea e as perspectivas futuras.

TIPOS E CLASSIFICACAO DOS BIOMATERIAIS PARA A
REGENERAGAO OSSEA

Por definicdo, biomaterial é qualquer substancia ou
combinac¢do de substancias, naturais ou ndo, que ndo
sejam drogas ou farmacos, utilizadas em aplicagdOes
biomédicas e que interagem com sistemas bioldgicos,
gue tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos,
orgdos ou fungbes do corpo (VON RECUM; LABERGE, 1995;
GIL; FERREIRA, 2006).

A escolha de um material para ser usado como
biomaterial depende da andlise de uma série de
requisitos que devem ser encontrados. Nesse sentido, a
biocompatibilidade (efeito do ambiente organico no

material e efeito do material no organismo), a

biodegradabilidade (fen6meno em que o material é

degradado ou solubilizado em fluidos tissulares,

desaparecendo do sitio de implantagdo), bem como a

velocidade de degradagdo do material sdo

caracteristicas desafiadoras para o desenvolvimento e

fundamentais para a escolha de um biomaterial (PEREIRA;

VASCONCELOS; OREFICE, 1999; TABATA, 2009).

Essas propriedades conferem ao biomaterial uma
interagdo benéfica com o organismo onde é implantado,
desde que:

1. O material ndo desencadeie resposta inflamatdria
sustentada ou toxica na sua implantagao in vivo;

2. O tempo de degradagdo do material permita a
ocorréncia do processo de regeneragdo ou cura do
sitio comprometido;

3. O material apresente propriedades mecanicas
adequadas a aplicagdo para que foi indicado e que
qualquer variagdao das propriedades mecanicas
decorrente da sua degradagdo in vivo seja compativel
com o processo de regeneragao ou restabelecimento
do sitio de implantagdo;

4. Sua degradagdao ndo gere produtos toxicos e que
sejam facilmente metabolizados e liberados do corpo
(CAO; WANG, 2009).

Entretanto, observando-se a evolugao dos
biomateriais, estes conceitos de biocompatibilidade e
biodegradabilidade fazem parte de uma segunda geragao
de biomateriais. Na primeira geracdo, foram
desenvolvidos os materiais bioinertes, cujo foco para
seu desenvolvimento era o de ndo provocar reagao de
corpo estranho no organismo (HENCH, 1980). J4 a terceira
geracdo, inclui os materiais capazes de estimular
respostas celulares especificas no nivel molecular
(HENCH; POLAK, 2002).

Essas trés geragdes sdo interpretadas de forma
conceitual e ndo cronoldgica, visto que cada uma delas
representa uma evolucdo nas propriedades dos
materiais envolvidos, de acordo com as necessidades e
exigéncias que surgiam (NAVARRO et al., 2008).

O uso de biomateriais para substituir a perda dssea
tem sido uma pratica comum ha décadas (CHOW, 2009).
Inicialmente, para restituir perdas ésseas os cirurgiGes
utilizavam autoenxertos, considerados ideais por
representarem material do préprio individuo. Entretanto,
esse procedimento apresenta desvantagens, como maior
incidéncia de enfermidades no sitio doador e tamanho
limitado do material passivel de doagdo, que, na maioria
das vezes, é insuficiente (OLIVEIRA et al., 2009). Diante
dessas limitagGes, os aloenxertos (compostos de materiais
de outro individuo da mesma espécie) e os xenoenxertos
(materiais obtidos de outra espécie) surgiram como
possiveis substitutos. Entretanto, eles também apresentam
limitagGes importantes, como risco de rejeicdo ou de
transmissdo de doengas (PRECHEUR, 2007).

Surgiram, entdo, os enxertos alopldsticos, que
correspondem a biomateriais, classificados ou
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subdivididos conforme sua origem (natural ou sintética)
ou sua composicdo quimica (metalicos, ceramicas,
polimeros ou compdsitos) (OLIVEIRA et al., 2009).
Atualmente, para a utilizagcdo como substitutos do tecido
Osseo, existem diversos biomateriais disponiveis. Eles
variam ndo somente em relagdo a sua origem e
composi¢cdo quimica, mas também quanto a sua agdo
mecanica e configuracdo espacial (blocos sdlidos,
laminas, esponjas porosas e hidrogéis) (GIANNOUDIS;
DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; ABUKAWA et al., 2006).

Os primeiros biomateriais metalicos utilizados com
sucesso para reparo o0sseo foram o acgo inoxidavel e as
ligas de cobalto e cromo, por volta de meados do século
XX (CHARNLEY, 1960). A principal caracteristica desses
biomateriais é seu potencial de grande resisténcia a
corrosdao no ambiente in vivo, porém também apresentam
boa resisténcia mecanica, conformabilidade adequada,
além de alta resisténcia a fadiga, a tragdo e a fratura
(RATNER; HOFFMAN; SCHOEN, 2004). A partir desses
primeiros biomateriais produzidos, novas constituicdes
de acgo inoxidavel, assim como novas ligas metalicas,
como as de titanio, tem sido produzidas a fim de melhorar
suas propriedades de resisténcia mecanica e
anticorrosdo (BRANEMARK et al., 1964; BUEHLER; WANG,
1967; LONG; RACK, 1998). Entretanto, alguns elementos
metdlicos tem demonstrado uma ac¢do téxica no
ambiente in vivo, como o Vanadio (V) e o Niquel (Ni)
(FRIBERG; NORDBERG; VOUK, 1979; STEINMANN, 1985;
THOMPSON; PULEO, 1996; DALEY et al., 2004; SUZUKI et
al., 2006).

Os biomateriais metalicos em atrito direto sofrem
desgaste acentuado, e sua interagdo com o tecido
adjacente ocasiona a liberagdo de ions metalicos por
dissolucdo, desgaste ou corrosio (MORAIS; GUIMARAES;
ELIAS, 2007). Desta forma, suas superficies devem sofrer
modificacOes e associagdes com outros materiais, como
os polimeros, que lhe conferem maior resisténcia
mecanica, permitindo o contato adequado em regiGes
de grande atrito, como nas proteses de quadril, por
exemplo, e minimizando a liberagdo de ions metalicos
por interacdo do biomaterial com os fluidos fisiolégicos
(MCKEE; WATSON-FARRA, 1966; WALKER; GOLD, 1971;
PUNT et al., 2008).

Outra desvantagem dos biomateriais metalicos
relaciona-se a perda do estimulo mecanico no osso, sitio
de implante do material, podendo induzir a reabsorgdo
Ossea local, que pode, por sua vez, ocasionar a eventual
faléncia e perda do implante (HUISKES; WEINANS;
RIETBERGEN, 1992; BAUER; SCHILS, 1999). Além disso,
muitos biomateriais metdlicos possuem fases
ferromagnéticas, produzindo interagdes adversas em
meio a campos magnéticos, atualmente com ampla
utilizagdo em métodos diagndsticos como a ressonancia
magnética (GIORDANI; FERREIRA; BALANCIN, 2007).

J4 as ceramicas podem ser tanto sintéticas quanto
naturais e possuem diversas vantagens como
biomateriais, para utilizagdo em substitui¢cao ao tecido

Osseo, dentre as quais destacam-se: sdo estruturalmente
semelhantes ao componente inorganico do 0sso; sdo
biocompativeis, osteocondutivas e, principalmente, ndo
possuem proteinas em sua composi¢cdo, o que
proporciona auséncia de resposta imunoldgica
(ABUKAWA et al., 2006), diminuindo o risco de rejei¢do
pelo organismo (BURG; PORTER; KELLAM, 2000), além de
possuirem um alto tempo de degradac¢do in vivo
(ABUKAWA et al., 2006), permitindo a remodelagdo dssea
no sitio do implante. Suas limitagdes estdo relacionadas
a sua baixa rigidez estrutural, de forma que ndo podem
ser utilizadas em regiGes de grande esforco mecanico, e
a sua natureza porosa, o que aumenta o risco de fraturas
(WAN; NACAMULI; LONGAKER, 2006). Estdao amplamente
indicadas na ortopedia e odontologia no reparo de
defeitos dsseos, manutengao do rebordo alveolar e como
implantes ortopédicos e dentarios (LEGEROS, 2002). As
principais ceramicas disponiveis comercialmente e
utilizadas para reparacgdo e substituicdo do tecido dsseo
sdo a Hidroxiapatita (Ca (PO,) (OH),) e o B-Tricalcio
fosfato (Ca,(PO,),), a alumina e a zirconia (SARTORIS et
al., 1986; BUCHOLZ; CARLTON; HOLMES, 1987; NISHIKAWA,;
OHGUSHI, 2004).

Quanto aos polimeros, eles podem ser de origem
natural ou sintética, e sua principal caracteristica é a
biodegradabilidade. Os polimeros sintéticos sao
geralmente degradados por hidrdlise simples, enquanto
os polimeros naturais sdo principalmente degradados
enzimaticamente (TABATA, 2009). Ambos, polimeros
naturais e sintéticos, tem sido utilizados pela engenharia
tecidual para o desenvolvimento de moldes (“scaffolds”)
tridimensionais para confeccdo de cartilagens,
ligamentos, meniscos e discos intervertebrais,
particularmente os polimeros sintéticos biodegradaveis
(NAVARRO, 2008). Os principais polimeros utilizados com
a finalidade de reparo do tecido dsseo sdo o acido
poliglicdlico (PGA), acido polilatico (PLA), acido
Polihidroxibutirato (PHB) e a policaprolactona (PCL).
Dentre suas vantagens, destacam-se o facil controle de
sintese, origem ilimitada, ndo sofrem degradacao
mediada por células, sdo biodegradaveis e
biocompativeis. Porém possuem pouca resisténcia
mecanica, sofrem redug¢do de tamanho ao longo do
tempo, a interagdo célula-polimero é questionavel,
possuem superficie hidrofdbica e existe a possibilidade
de reacgdo toxica local pela liberagdo de produtos acidos
de degradacdo (ABUKAWA et al., 2006; OH et al., 2006;
PRECHEUR, 2007). Estdo indicados na ortopedia e como
dispositivos implantados para liberagdo de farmacos
(OH et al., 2006).

Para solucionar as desvantagens das ceramicas e
polimeros, novos estudos tém sido realizados no intuito
de desenvolver biomateriais sintéticos hibridos ou
compdsitos, que possuam as vantagens das ceramicas
e polimeros, porém com melhores taxas de reabsor¢do
apos aimplantagdo e melhor resisténcia mecanica (WAN;
NACAMULI; LONGAKER, 2006).
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Idealmente, o enxerto deve propiciar adequada
formacdo dssea no seu sitio de implante e para isso é
necessario que trés tipos de fen6menos osteogénicos,
relacionados ao crescimento 0&sseo, ocorram:
osteoestimulacdo, osteoindugdo e osteocondugdo. A
osteoestimulagdo corresponde a formagdo de novo osso
a partir de osteoblastos derivados do préprio material
do enxerto. A osteoinducdo é a habilidade do material
para estimular a migra¢do de células indiferenciadas e
induzir sua diferenciagdo em osteoblastos ativos no sitio
de implantacdo do enxerto, promovendo a formacgdo
Ossea. J4 a osteocondugdo é a capacidade de o material
direcionar ou conduzir o crescimento 6sseo em sua
superficie (PRECHEUR, 2007).

Intervengdes cirdrgicas com utilizacdo de
autoenxertos ou aloenxertos podem promover o reparo do
defeito 6sseo em vdrios graus. Contudo, nenhum dos
autoenxertos ou aloenxertos utilizados na pratica
corrente agrega todas as caracteristicas ideais para a
formagdo d&ssea adequada, quais sejam: alta
osteoindutividade e potencial angiogénico, segurancga
bioldgica, baixa morbidade para o paciente, nao ter
restricdes de quantidade, ser de facil e rdpido acesso
para os cirurgides e de custo razoavel. Por sua vez, os
enxertos dsseos engenherados demonstram capacidade
para osteogénese, pela osteoestimulagdo, osteoindugdo e
osteointegragdo (conexdo funcional entre o sitio de
implantacdo e o enxerto) (FROHLICH; GRAYSON; WAN, 2008).

Os biomateriais utilizados na regeneracdo dssea,
independentemente de serem permanentes ou
biodegradaveis, naturais ou sintéticos, necessitam ser
biocompativeis e idealmente osteoindutivos,
osteocondutivos, porosos, integrativos e mecanicamente
compativeis com o osso nativo (EL-GHANNAM, 2005).

Mais recentemente, visando melhorar a qualidade
do reparo e aregeneragdo dssea, tem-se utilizado células
cultivadas e fatores de crescimento associados a
biomateriais em scaffolds (OLIVEIRA et al., 2009). A
promessa da engenharia tecidual é a de combinar os
avang¢os no campo dos biomateriais e da biologia
celular, de modo que os enxertos 4sseos possam
abranger a maioria ou todas as caracteristicas citadas.
Até o momento, o foco da bioengenharia tecidual tem
sido a criacdo de tecido para enxerto, capaz de promover
ou aumentar a osteogénese no sitio de defeito dsseo
(FROHLICH; GRAYSON; WAN, 2008).

BIOMATERIAIS EM SCAFFOLDS

Biomateriais em scaffolds sdo aqueles que possuem
arcabougo tridimensional poroso, propriedades
bioativas e biodegradaveis, que servem de molde para a
formac&o do novo tecido (LIU; MA, 2004). Devem possuir
uma estrutura tridimensional que mimetize os meios
fisicos e quimicos do tecido saudavel, para guiar a
migracdo, diferenciacdo e proliferagcao tecidual
(VUNJAK-NOVAKOVIC; KAPLAN, 2006; TAYLOR; KHAN;
LAURENCIN, 2009).

Os scaffolds normalmente possuem propriedades
osteocondutivas, e raramente propriedades osteoindutivas
ou osteogénicas, além de possuirem a grande vantagem de
servir de suporte mecanico (BLOM, 2007).

Quando utilizados para regenerac¢do do tecido dsseo
os scaffolds podem ser classificados em dois tipos:
arcaboucos que induzem a migragdo e o crescimento
celular, provenientes de tecidos vizinhos, para a
formacgdo de tecido dsseo; arcaboucos carreadores de
células osteogénicas autdgenas, que foram colonizadas
em biorreatores e subsequentemente reimplantadas no
paciente (BURG; PORTER; KELLAM, 2000; CHAN et al.,
2009). Eles podem ser de origem natural, como as
ceramicas, a exemplo do coral; sintéticos bioabsorviveis,
como o PGLA (Poli acido glicdlico - acido latico),
caprolactama (CPL) e ceramicas porosas; ou hibridos
(AHSAN; NEREM, 2005; HUTMACHER et al., 2007).

As propriedades mecanicas e de degradagdo estao
diretamente relacionadas com o material que compde o
scaffold. Dessa forma, as principais interagdes
bioldgicas, como adesdo entre proteinas e peptideos,
adesdo celular, migragdo, proliferacao e diferenciagao,
sdo fungdes primarias das propriedades de superficie
do material em questdo (HUTMACHER et al., 2007).

Para atuar como substituto 6sseo adequado, o
biomaterial em scaffold deve ser poroso, de diametro
adequado e com boa conexdo entre os poros (YOSHIKAWA
et al., 2009) para permitir adequada nutrigdo celular e
crescimento tecidual. A porosidade, desta forma, ira
permitir a migracdo e proliferacdo de osteoblastos e
células mesenquimais, além da deposicdo de matriz
dssea nos espac¢os vazios (MASTROGIACOMO et al.,
2006).

Como o biomaterial deve mimetizar a morfologia,
estrutura e funcdo dssea para otimizar a integragdo com
os tecidos vizinhos (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005), sua
estrutura deve ser altamente porosa, cerca de 90%,
quando utilizado como molde para o osso trabecular
(LIU; MA, 2004; KLEIN et al., 2009). Desta forma, esta
estrutura deve possuir macroporos, com tamanho entre
200-400um para que ocorra uma adequada formagdo
6ssea (MASTROGIACOMO et al., 2006; KLEIN et al., 2009).
A interconexdo entre esses poros desempenha papel
fundamental neste processo, por permitir adequada
migracao e proliferagdo dos vasos sanguineos, condicdo
que consiste na base para o crescimento tecidual. Além
de fornecer nutrientes, a vascularizagdo, ira coordenar
a atividade das células dsseas e sua migragdo para o
sitio de implantagdo (MASTROGIACOMO et al., 2006).

Para facilitar o processo de formagdo e migragao de
tecido vascular e de células progenitoras para o sitio de
implantagdo, novos biomateriais estdo sendo
confeccionados no intuito de direcionar um
comportamento celular especifico e para responder a
sinais celulares especificos (ANDERSON; BURDICK;
LANGER, 2004). Para isso, podem-se adicionar a estrutura
do biomaterial fatores de crescimento que aumentam a
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sua efetividade, como o fator de crescimento endotelial
vascular ou a proteina dssea morfogénica, ou, ainda,
sequéncias especificas de peptideos (BURG; PORTER,;
KELLAM, 2000; AHSAN; NEREM, 2005; ABUKAWA et al.,
2006).

Os biomateriais podem atuar, ainda, como sistemas
de liberacdo de farmacos através de um mecanismo
funcional de sensibilidade a minimos estimulos do meio,
como alteragdo na temperatura, forga idnica e no pH
local. Dessa forma, alteragGes no pH levam a alteragGes
conformacionais, fazendo com que o biomaterial saia
de um estado estavel e passe para um estado ativo, o
que permite a liberagdo de drogas para o meio (STAYTON
et al., 2005).

A grande vantagem desta nova classe de biomateriais
denominados de biomateriais inteligentes é o de
promover uma invasao capilar precoce, manutengao da
atividade celular e de fendtipo adequado, induzir
diferenciagdo das células progenitoras em osteoblastos
(ABUKAWA et al., 2006). Desse modo, direcionam a
adesdo, migracdo e proliferagdo celular, além de ser
possivel controlar a sua taxa de degradagdo, ao se
alterarem suas caracteristicas fisicas e quimicas (FURTH;
ATALA; VAN DYKE, 2007). Todas essas caracteristicas sdo
essenciais para uma regeneragdo 6ssea adequada,
porém essas vantagens podem ser perdidas caso o
biomaterial ndo seja implantado de forma correta
(ANDERSON; BURDICK; LANGER, 2004).

Alguns fatores ainda devem ser esclarecidos para
gue esses materiais revolucionem a pratica clinica,
como o desenvolvimento de mecanismos que permitam
a liberagdo de farmacos a niveis terapéuticos (ABUKAWA
et al., 2006). Outro fator estd relacionado ao sitio
receptor, ja que teoricamente estes mecanismos foram
desenvolvidos no intuito de se obter uma resposta
maxima do hospedeiro. Porém, se o sitio receptor ndo
estiver saudavel, seja por infecgdes ou por sequelas de
irradiacdo, as fungdes fisioldgicas podem nao funcionar
adequadamente e a regeneragdo éssea ndao ocorrer da
maneira esperada (CALVERT; WEISS; SUNDINE, 2003). Uma
maneira adequada de se avaliar a resposta do organismo
ao biomaterial é através da microscopia eletronica.

MICROSCOPIA ELETRONICA

A principal fungdo de qualquer microscopio é tornar
visivel ao olho humano o que for muito pequeno para
tal. A forma mais antiga e usual é a lupa, seguida do
microscopio 6ptico, que ilumina o objeto com luz visivel
ou luz ultravioleta. O limite maximo de resolugdo dos
microscépios opticos é estabelecido pelos efeitos de
difracdo, devido ao comprimento de onda da radiagdo
incidente (KESTENBACHK, 1994).

Um microscopio eletrénico de varredura (MEV) utiliza
um feixe de elétrons no lugar de fétons utilizados em um
microscépio Optico convencional, o que permite
solucionar o problema de resolugdo relacionado com a
fonte de luz branca (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

A microscopia eletronica tem sido uma ferramenta
de trabalho utilizada pelos pesquisadores em varias
areas de concentracdo, uma vez que ela abrange um
conjunto de técnicas que possibilitam a caracterizagdo
da morfologia do material, composi¢cdo quimica e
determinacgdo da estrutura atémica, tanto de metais,
ceramicas e polimeros, como de espécimes bioldgicas.
Estudos histoldgicos e de microscopia eletronica de
varredura tém demonstrado analises morfoldgicas de
particulas de substituicdo do osso, incluindo medicGes
do tamanho de particula, e resultados sugerem que o
tamanho da particula pode interferir na atividade de
reabsorgdo celular osteoclastica (HOLINK et al., 1979;
CRUZ et al., 2007).

A microscopia eletronica de varredura possui
diversas aplicagdes na bioengenharia tecidual:
visualizar arcaboucos porosos de forma adequada,
possibilitando, inclusive, observar as interconexdes
entre os poros (OSATHANON et al., 2008; YU et al., 2008);
visualizar a interface entre materiais bioativos e o osso
(NI et al., 2006); avaliar citocompatibilidade de amostras
(OSATHANON et al., 2008); observar a proliferagdo
endotelial (YU et al., 2009); visualizar morfologia de
superficie, antes do tratamento e apds implantagdo no
sitio receptor (YU et al., 2008; MALAFAYA; REIS, 2009);
assim como a visualizagdo de pequenos defeitos da
estrutura, como, por exemplo, a presenga de
microfissuras e a sua quantidade (CARDOSO et al., 2006).
Esse exame ¢é, portanto, muito importante na
caracterizacdo do biomaterial, por possibilitar visualizar
além da sua morfologia, a sua textura (BARRETO, 2008).

Apesar da sua grande aplicacdo clinica, esse método
de analise possui algumas limitagdes, uma vez que
fornece informacGes apenas em duas dimensdes. A
microtomografia computadorizada (U-TC) é um método
que soluciona essa limitacdo da ME, além de permitir a
quantificacdo das propriedades estruturais dos tecidos
duros (KLEIN et al., 2009). Outra limitacdo da ME esta
relacionada ao fato de ser um método invasivo,
envolvendo a realizagdo de bidpsias teciduais, enquanto
U-TC é um método ndo-invasivo (COOPER et al., 2004).
Em contrapartida, a ME permite a visualizagdo dos
componentes celulares envolvidos no processo de
regenerag¢ao do tecido 6sseo, caracteristica que a U-TC
nao possui.

A utilizagdo de MEV depende, entdo, do objetivo de
cada observacdo. No caso de maiores resolugdes, é
recomendado utilizar um Microscépio Eletronico de
Transmissdo (MET), o que requer, na maioria das vezes,
a ultramicrotomia de filmes finos em amostras solidas,
podendo causar uma série de riscos indesejaveis a
andlise do material. Em contraste, o MEV permite
observagdes diretas da estrutura polimérica, sendo a
principal vantagem o método simples de preparagdo na
maioria dos casos, além de fornecer riqueza de detalhes
visuais e de precisdo para medi¢cdes de tamanho de
particula. Contudo sua resolugdo é inferior a do MET e,

R. Ci. méd. biol. 2010; 9(Supl.1):37-44

41



42

Luciana Soares de Andrade Freitas Oliveira et al.

muitas vezes, ndo é possivel chegar a resolugGes
necessarias para o estudo (HOLINK et al., 1979; CRUZ et
al., 2007).

A caracterizagdo da microestrutura pode ser
realizada em uma escala de dimensGes que variam de
alguns milimetros a fracdes nanométricas. O MEV é
usado para estudar as superficies dos materiais
poliméricos, tais como, plasticos, filmes, membranas,
fibras e compésitos (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

O MEV é um aparelho que pode fornecer rapidamente
informacdes sobre a morfologia, topografia e
identificacdo de elementos quimicos de uma amostra
sélida, necessarias para se entender o comportamento
das superficies. Sua utilizagdo é comum em biologia,
odontologia, farmacia, engenharia, quimica, metalurgia,
fisica, medicina e geologia (DEDAVID; GOMES; MACHADO,
2007; FOOK, 2008). Este aparelho é um dos mais versateis
instrumentos disponiveis para a observagao e andlise
de caracteristicas microestruturais de objetos sélidos.
Os modos de contrastes diferentes permitem melhorar
tanto a topografia induzida por deformacgdo plastica e
danos, ou a heterogeneidade na composi¢ao quimica ou
na orientagdo cristalografica (NAGATANI et al., 1987;
BRETHEAU; CREPIN; BORNERT, 2001).

A principal razdo de sua utilidade é a alta resolugao
que pode ser obtida quando as amostras sao
observadas; valores da ordem de 2 a 5 nanGmetros (nm)
sdo geralmente apresentados por instrumentos
comerciais, enquanto instrumentos de pesquisa
avancada sdo capazes de alcangar uma resolucao
melhor que 1 nm (NAGATANI et al., 1987).

A MEV, com uma grande camara, € essencial para a
instalacdo de fases de testes mecanicos in situ adequados
para amostra muito maior do que as heterogeneidades
do material microestrutural (BRETHEAU; CREPIN;
BORNERT, 2001).

Outra caracteristica importante do MEV é a aparéncia
tridimensional daimagem das amostras, resultado direto
da grande profundidade de campo. Permite, também, o
exame em pequenos aumentos e com grande
profundidade de foco, o que é extremamente (til, pois a
imagem eletrénica complementa a informacgdo dada pela
imagem Optica (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

CONSIDERAGOES FINAIS

O paradigma classico da bioengenharia tecidual
consiste na integragdo entre biomaterial, células e
fatores de crescimento. O primeiro fornece a base para
que as células depositem a matriz tecidual, enquanto os
fatores de crescimento direcionam as células para um
fendtipo mais adequado (CALVERT; WEISS; SUNDINE,
2003). O desenvolvimento de tecnologias que permitam
uma correta integracdo entre esses trés componentes
levaria a um melhor progndstico e a um resultado mais
adequado do tratamento. O controle mais preciso sobre
este processo poderia, ainda, levar a uma redugao de
custos e do trauma cirurgico.

A ME se apresenta como método indicado para a
avaliacdo desse processo in vitro ou em ex vivo, porém,
como envolve a realizacdo de bidpsias teciduais, ndo é
o método mais adequado para avaliagdo em tratamentos
clinicos. A microtomografia computadorizada seria uma
solugdo nestes casos, mas esta permite apenas uma
avaliagdo da regeneragdo éssea, ndo sendo possivel
analisar os componentes celulares envolvidos neste
processo.
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