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Resumo

Nos ultimos anos, os polimeros bioreabsorviveis ganharam uma importancia crescente na
area meédica, devido as suas caracteristicas de bioreabsor¢io e biocompatibilidade. Com o intuito
de se obter um material polimérico adequado para aplica¢io como prétese de menisco, estudou-
se a obtengdo e caracterizagdo de blendas bioreabsorviveis de poli{acido L-lactico) (PLLA) e
poli(p-dioxanona) (PPD) preparadas por evaporagio de solvente e fusic. As blendas foram
caracterizadas por calorimetria diferencial de varredura modulada (MDSC), microscopia
eletronica de varredura (MEV), microscopia optica (MO), ensaios mecinicos de tragdo, difracdo
de raios-X, anélise dindmico-mecinica (DMA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC). As
analises térmicas indicaram que as blendas sfo imisciveis, pois todas as composi¢Ges
apresentaram duas temperaturas de transigo vitrea proximas dos polimeros puros. Foi observado
por MEV e MO, uma maior homogeneidade nas composigdes 20/80 e 80/20, enquanto as blendas
40/60, 50/50 e 60/40 apresentaram uma nitida separacio de fases. As blendas foram degradadas
in vitro em solug@o tampdo fosfato (pH = 7,4) a 37 £ 0,5 °C e analisadas por DSC, analise
termogravimétrica (TGA) e MEV. Através do estudo in vifro, verificou-se que a PPD degrada
mais rapido que o PLLA e que as blendas apresentam comportamento intermediario entre os
homopolimeros, mostrando que é possivel acelerar a degradacdo do PLLA através da adigio de
PPD 2 blenda. O estudo permitiu a escolha da blenda PPD/PLLA 80/20 como a mais adequada
para o implante. Foi realizado um estudo in vivo em coelhos com a blenda porosa PPD/PLLA
80/20 com 3% de trietil citrato de sodio. Os coelhos foram submetidos a meniscectomia total do
menisco medial e as proteses foram retiradas apés 3, 6, 12, 14 e 15 semanas. O material foi
observado por MO e MEV. O estudo in vivo mostrou que apds 14 semanas foi possivel observar
fibrocartilagem, indicando que a blenda estudada apresenta grande potencial para ser utilizada

para a aplicacdo em questdo, ja que o material favorece a formac8o de um neomenisco.

Palavras Chave
polimeros na medicina, materiais poliméricos, materiais biomédicos, biodegradagio, mistura

{Quimica), biocompatibilidade, Engenharia biomédica.



Abstract

In the last years, the bioreabsorbable polymers have been gained an increased importance in
the medical field, due to its charactheristics of bioreabsorbability and biocompatibility. In order to
obtain a polymeric material adequated to be used as meniscus prosthesis, bioreabsorbable blends
of poly (L-lactic acid) (PLLA) and poly-p-dioxanone (PPD) have been prepared by solvent casting
and melting process. The blends were studied using modulated differential scanning calorimetry,
scanning electron microscopy, optical microscopy, tensile tests, x-ray diffractometry, dinamical
mechanical analysis and differential scanning calorimetry (DSC). Thermal analysis showed two
glass transition temperatures nearly constant and equal to the pure polymers for all blend
compositions, suggesting that both polymers are immiscible. The 20/80 and 80/20 blends
presented better homogeneity, while 40/60, 50/50 and 60/40 compositions presented a clearly
macrosepared system. Blends were immersed in tubes containing a phosphate buffer solution (pH
= 7,4) in a thermally controlled bath of 37 + 1°C and studied by DSC, thermogravimetric analisys
(TGA) and scanning electron microscopy. It was observed by in vifro study that PLLA has a
slower degradation rate than PPD and the blends presented an intermediated degradation rate,
showing that is possible to vary the degradation rate of the blend changing its composition. The in
vitro study was important to permit the choice of the 80/20 blend as the more adequated to
implant. An in vivo study was performed in rabbits with the porous blend PPD/PLLA (80/20)
containing 10 wt % of polymer and 3 wt % of sodium trietil citrate. Meniscectomy was made in
rabbits, and the prosthesis were retired after 3, 6, 12, 14 and 15 weeks intervals. The samples were
observed by scanning electron microscopy and optical microscopy. The in vivo study showed that
after 14 weeks it was possible to observe fibrocartilage, suggesting that this material has great

potential to be used as meniscal prosthesis due to the induced formation of a meniscal replic.

KeyWords

Polymers in medicine, polymeric materials, biomedical materials, biomaterials, biodegradation,

blends, biocompatibility, Biomedic engeneering.
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blendas preparadas por fusdo em fungio do tempo de degradagéo.

Figura 40, Micrografias de MEV da superficie de fratura da blenda PPD/PLLA 0/100 obtida por
fusdo e degradadas in vifro: a)t =4 sem, b) t =32 sem, ¢) t =32 sem.

Figura 41. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (100/0) obtida por fuséo e degradada in
vitro: a)t=8 sem, b}t =8 sem, ¢)t= 10 seme d) t = 10 sem.

Figura 42. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (20/80) obtida por fusdo e degradada in
vitro: a)t=4 sem, b) t =8 sem, ¢)t = 12 sem, d) t = 12 sem, e) t = 32 sem.

Figura 43. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (50/50) obtida por fusdo e degradada in
vitro: a) t=4 sem, b)t= 10 sem, ¢) t = 12 sem, d)} t = 15 sem, e) t = 32 sem, f)t=132 sem.
Figura 44. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA 50/50 preparada por adigdo de sal com
granulometria variando de 180 a 250 um. a) superficie superior, b) superficie de fratura.

Figura 45, Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (80/20) com 3 % de trietil citrato de
sodio a) superficie inferior, b) superficie inferior, ¢) superficie de fratura d) superficie de fratura
ampliada da parte porosa.

Figura 46. Micrografia de um corte transversal de menisco de coelho, mostrando os
fibrocondrdcitos, dispersos em uma matriz extracelular e o padrdo de ortentagdo das fibras de
colageno (setas). Tricrdmico de Masson. 200 x.

Figura 47. Micrografias de um corte transversal de menisco de coetho, mostrando o padrdo de
orientagio das fibras de colageno. a) sem polarizagio, b) com polarizag&o. Picrosirius. 100 x.
Figura 48. Micrografia de um corte transversal da protese (P) 3 semanas ap6s o implante. Inicio
do processo de degradagfo da prétese e invasdo do tecido. Notar a presenga de célula gigante de
corpo estranho (seta). Tricrdmico de Masson. 170 x.

Figura 49. Micrografia de um corte transversal da protese 3 semanas ap6s o implante. Observar a
presenga de esferulitos (E) referentes ao polimero degradado e fibras coldgenas (laranja
avermelhado). Com polarizagio. Picrosirius. 170 x.

Figura 50, Micrografia de um corte transversal da protese apos 6 semanas. Observa-se intensa
degradag&o do material e uma maior invasgo tecidual. Tricrémico de Masson. 170 x.

Figura 51. Micrografia de um corte transversal da protese apés 6 semanas. Observa-se
fragmentos do polimero mais dispersos, representado pelas regifes brilhantes na foto. Com

polarizaggo. Picrosirius. 170 x.



Figura 52. Micrografia de um corte transversal da protese (P) totalmente invadida por tecido
conjuntivo apos 12 semanas. Podemos verificar a presencga de células gigantes de corpo estranho
(setas). Tricromico de Masson. 425 x.

Figura 53. Micrografia de um corte transversal da protese apos 12 semanas. Podemos verificar a
presenca de pequenos fragmentos do polimero. Com polarizagfo. Picrosirius. 170 x.

Figura 54. Fotomicrografia de um corte transversal apos 12 semanas onde se observa apenas a
presenca de fibrocartilagem. Tricromico de Masson. 290 x.

Figura 55. Detalhe da figura anterior mostrando os fibrocondrocitos e as fibras colagenas
coradas em azul, dispostas entre os mesmos. Notar que os fibrocondrdcitos ainda ndo estdo
alinhados. 850 x.

Figura 56. Micrografia de um corte transversal apos 14 semanas, mostrando fibrocartilagemn com
as fibras orientadas ao longo dos fibrocondrocitos (setas). Notar a existéncia ja de poucos
fragmentos brilhantes dos esferulitos da protese (E). Tricrémico de Masson. 170 x.

Figura 57. Micrografia de um corte transversal ap6s 14 semanas, mostrando fibrocartilagem com
as fibras orientadas ao longo dos fibrocondrocitos. Picrosirius com polarizagdo. 845 x.

Figura 58. Micrografia de MEV da protese apos 3 semanas de implante, mostrando o inicio do
processo de degradagio do polimero (seta).

Figura 59. Micrografia de MEV da protese apds 6 semanas de implante. Observa-se maior
invasdo de tecido.

Figura 60. Micrografia de MEV da protese apos 15 semanas, mostrando o tecido conjuntivo

ocupando todo o espago deixado pela protese ja degradada.
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Capitulo 1

Introducéo

O uso de materiais poliméricos em aplicagBes na area biomédica € um campo de pesquisa
relativamente novo, em continuo crescimento e para o qual profissionais de diversas areas de
conhecimento unem seus esfor¢os para encontrar solugbes de problemas previamente sem
resposta. Como estes biomateriais, usados como dispositivos médicos, irdo interagir com o
sistema biolégico, a pesquisa de novos materiais e aplicagdes exige uma abordagem
multidisciplinar. Neste sentido, os quimicos e engenheiros sintetizam e caracterizam os
polimeros, levando em consideragdo a estrutura quimica requerida e as propriedades mecénicas;
os cirurgides implantam o material de uma maneira conveniente para a aplicagdo desejada e os
histologistas avaliam as interagdes entre o tecido e o biomaterial. Para ser utilizado no corpo
humano, o material deve ser compativel com o tecido ao redor € ndo deve provocar reagGes

adversas.

Os poli(a-hidréxi acidos) sdo considerados uma das familias de polimeros mais atrativas e
promissoras. Isto porque além de bioreabsorviveis, eles sdo também biocompativeis, podendo ser
utilizados em diversas aplicagdes na area médica. Alguns exemplos desta classe de polimeros
sdo: o poli(acido glicélico) (PGA), a poli(e-caprolactona) (PCL), a poli(para-dioxanona) (PPD) e
o poli(acido lactico) (PLA).



A presenca das ligagbes ésteres tornam os poli(a-hidréxi acidos) hidroliticamente instaveis,
podendo ser degradados em contato com os fluidos corporeos, resultando em produtos que s3o

reabsorvidos pelo organismo fazendo parte do metabolismo de carboidratos.

Nos ultimos anos, os polimeros bioreabsorviveis ganharam uma importincia crescente na
area médica sendo utilizados em um amplo nimero de aplica¢des no corpo humano, tais como,
suturas cirdrgicas, sistemas para liberagdo controlada de drogas, peles artificiais, guias para

nervos, veias e artérias artificiais e dispositivos ortopédicos.

Geralmente, para os polimeros serem utilizados como biomateriais, é necessario satisfazer
uma série de requisitos, os quais nem sempre s3o atendidos por um unico polimero. Uma opgéo
para o desenvolvimento de novos materiais € a obtengdo de blendas poliméricas, as quais exibem
combinagdes de propriedades muitas vezes superiores as dos componentes puros. Algumas
caracteristicas, como propriedades mecanicas e degradagdo podem ser modificadas através da

escolha favoravel do segundo componente.

Blendas de polimeros bioreabsorviveis tém sido estudadas visando atender diversas
aplicagGes na area médica. Um dos problemas até hoje ndo solucionados é a lesdo de meniscos,
que ocorre geralmente em pacientes jovens e muito ativos fisicamente, principalmente em pratica
desportiva. Normalmente, eles sdo vitimados por traumatismo, lesando seus meniscos de forma
grave, que a unica saida ¢ a retirada integral do menisco (meniscectomia total). A meniscectomia
causa alteragdes na articulagdo do joelho, devido a ocorréncia de artrose degenerativa. Até hoje,
ndo existe ainda a disposigdo nenhuma protese adequada para substituigio do menisco. Os
primeiros experimentos e resultados clinicos descritos na literatura na tentativa de substituir o
menisco, s30, na sua maioria, pouco satisfatorios. Além disso, os transplantes meniscais
enfrentam inimeras dificuldades, que vdo desde tamanhos inadequados entre doador e receptor,

até as temidas infecgGes cruzadas.

Devido as suas caracteristicas de bioreabsorgdo e biocompatibilidade, os polimeros
bioreabsorviveis possuem alto potencial para serem utilizados como protese temporaria de
menisco. Estes materiais sdo excelentes substratos para cultura de células in vitro, os chamados

“scaffolds”, servindo de molde para que o neotecido formado adquira o formato do substrato
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desejado, a0 mesmo tempo em que o polimero vai sendo degradado. Para isto, existe um tempo
6timo em que o polimero deve iniciar o seu processo de degradagdo. Como o PLLA demora
muito tempo para degradar e a PPD degrada rapido demais, acredita-se que em determinadas
composicdes, as blendas de PPD/PLLA apresentem propriedades adequadas para a aplicagdo em

questdo, pois variando-se a composigio da blenda, € possivel controlar a taxa de degradagdo do

material.

Os objetivos deste trabalho foram investigar as propriedades térmicas, mecinicas e
morfologicas de blendas de PPD/PLLA preparadas por evaporagdo de solvente e fus3o, estudar a
degradagio in vitro destas blendas e selecionar um material com propriedades otimizadas para ser

utilizado como protese de menisco bioreabsorvivel.



Capitulo 2

Teoria e Revisio da Literatura

2.1. Biomateriais

Os biomateriais fazem parte de uma area de pesquisa relativamente nova que surgiu com o
avanco cientifico e tecnolégico de novos materiais e da adaptagdo dos j& existentes para uso
médico/odontolégico. Esta area envolve o trabalho interdisciplinar de pesquisadores de varias
areas afins, como médicos, dentistas, biblogos, engenheiros, quimicos e fisicos. A definicdo de
biomateriais ¢ um pouco complexa e vem sofrendo mudangas em fungio do avango das pesquisas
na area. A definicio adotada em 1982 na NIH Consensus Development Conference ¢ a de que
biomaterial é qualquer substincia ou combinagdio de substincias, que ndo drogas, de natureza
natural ou sintética, que pode ser usado por qualquer periodo de tempo, como um todo ou parte
do sistema, para aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou fun¢8io do corpo. A defini¢do
adotada na Concensus Conference of the European Society for Biomaterials, mais simplificada, ¢
a de que biomaterial é todo material nio vivo usado em dispositivo médico (ou biomédico),
objetivando interagio com o sistema bioldgico [WILLIANS, 1987]. Para que um biomaterial
possa ser implantado no corpo humano, ele deve satisfazer uma série de exigéncias. Além de
biocompativel e biofuncional, deve ser atoxico, facil de esterilizar e apresentar propriedades
mecanicas adequadas, dependendo do propésito da aplicagio [VERT et al., 1992]. Um material

que apresente Otima biocompatibilidade ndo resulta em reagdes teciduais adversas. De um modo
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geral, um material biocompativel ndo deve provocar reagdo inflamatoria cronica ou aguda do
tecido e ndo deve apresentar diferencas significativas entre o material implantado e o material
circunvizinho. Entretanto, o conceito de biocompatibilidade também foi evoluindo com os anos e
a definicdo mais aceita é a de que biocompatibilidade é a habilidade de um material para induzir
no hospedeiro uma resposta adequada a uma aplicagio especifica [WILLIANS, 1987]. A
biocompatibilidade inclui também outros fenOmenos bioldgicos, tais como, a resposta

imunoldgica, carcinogenicidade e trombogenicidade [VERT et al., 1992].

Um termo bastante utilizado para definirmos um biomaterial € a biofuncionalidade, que é
a capacidade do material exercer a fungio proposta, como por exemplo, a de reparar um tecido ou
a de fixar uma fratura, ou seja, a biofuncionalidade depende das propriedades fisicas, mecénicas e
biologicas [VERT et al., 1992]. Um biomaterial pode ser biocompativel e ndo ser funcional ao

mesmo tempo. Desta forma, um biomaterial deve ser estudado e definido através desses dois

parametros.
2.2. Poli (a-hidroxi acidos)

Os poli(a-hidroxi acidos) constituem uma classe de poliésteres representados pela formula
geral (-O-CHR~-CO-)- , [VERT et al.,, 1992]. Estes polimeros possuem grande potencial em
aplicagdes biomédicas, pois sdo biocompativeis e bioreabsorviveis. O termo bioreabsorvivel é
definido para polimeros solidos que sofrem degradag@o, principalmente por hidrolise, através da
cisdo das ligagGes ésteres, formando produtos atoxicos, biocompativeis, e que depois sdo
reabsorvidos in vivo pelo organismo e eliminados por caminhos naturais ap6s a sua
metaboliza¢do. A bioreabsor¢do é um conceito que reflete a eliminagéo total do material estranho
inicial e da degradagdo em produtos sem efeitos residuais [VERT et al, 1992]. O termo
bioabsorvivel é reservado para materiais poliméricos solidos ou dispositivos médicos que podem
se dissolver nos fluidos corpéreos sem qualquer clivagem da cadeia polimérica ou decréscimo da
massa molar [VERT et al., 1992]. Alguns exemplos de polimeros bioreabsorviveis, tais como, o
poli(acido lactico) (PLA), o poli(acido gliclico) (PGA), o poli(B-hidréxi butirato) (PHB), a
poli(e-caprolactona) (PCL) e a poli(para-dioxanona) (PPD) s3o apresentados na Tabela 1. O
PLA possui trés estereoisdmeros: poli(L.-acido lactico) (PLLA), poli(D — acido lactico) (PDLA)

e o poli(D, L- acido lactico) (PDLLA). O PLA levogiro e dextrogiro sdo imagens especulares um
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do outro, ambos opticamente puros e semi-cristalinos [VERT et al., 1992] [TSUIJI et al., 1991],
enquanto o PDLLA € racémico e amorfo [TSUJI & IKADA, 1997].

Tabela 1. Estruturas dos principais poli(a-hidréxi acidos).

Precursores Polimeros Sigla Estrutura
i
Acido glicélico Poli(acido glicolico) PGA —~{(~O-CHy~C=)»
i
Acido lactico Poli(acido lactico) PLA ~(~O-CH-C-)-n
|
CH,
i
g-caprolactona Poli(e-caprolactona) PCL —(—-O—(Cszs—C D
i
B-butirolactona | Poli(hidroxi butirato) | PHB ~(~O-CH-CH2-C ),
I
CH,
0
1,4-dioxanona-2-ona | Poli(p- dioxanona) PPD ~(-0~(CH,),~O-CH3~C-)-»

O primeiro polimero bioreabsorvivel sintetizado foi 0 PGA [SCHMITT & POLISTINA,
1967] [FRAZZA & SCHMITT, 1971], o qual foi utilizado como a primeira sutura sintética
totalmente bioreabsorvivel, Dexon®. As suturas preparadas a partir de copolimeros do acido
glicdlico com o acido lactico mostraram melhores propriedades mecédnicas € uma taxa de
degradagdo maior (Vicryl®, polyglactin 910®) [SCHNEIDER, 1975] [KULKARNI et al, 1971]
[WASSERMAN, 1971] [GILDING & REED, 1979]. Os poli(a-hidréxi acidos), especialmente o
PLA (Figura 1, R = CH3) e o PGA (Figura 1, R = H) e seus polimeros de baixa massa molar
(menor que 10.000 Da), podem ser sintetizados através da reagdo de poliesterificagdo direta do
acido lactico e glicdlico, respectivamente [WISE et al, 1979]. Devido as suas pobres
propriedades mecénicas, estes polimeros ndo possuem uma aplicagdo pratica. Entretanto, eles

podem ser usados como material de partida para a sintese de dimeros ciclicos (lactideos e/ou
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glicolideos), através da polimerizagio por abertura de anel do correspondente mono ou diéster
ciclico [GILDING & REED, 1979] [TROFIMOFF et al, 1987].

KR 9 mR O
J p 0 y O P
O RH o H R

Figura 1. Estrutura dos poli(c-hidroxi acidos). PLA quando R = CH; € PGA quando R =H.

A poli(p-dioxanona) (PPD) foi sintetizada em 1977 [DODDI et al, 1977] e é comercializada
como sutura cirurgica bioreabsorvivel desde 1981, com o nome comercial de polidioxanone
suture (PDS®). A T, da PPD varia de -10 a 0°C, devido as ligagdes C-O-C, que conferem ao

polimero maior mobilidade as cadeias e portanto, alto nivel de flexibilidade.

A degradagio dos poliésteres alifiticos e seus copolimeros foi investigada por varios
autores, tanto in vitro, quanto in vivo. A degradagdo do PLA e PGA foi revisada por KOPECEK
& ULBRICH, (1983), HOLLAND et al,, (1986) e LEWIS, (1990).

Os poli(o-hidréxi 4cidos) sofrem degradagdo principalmente por hidrolise, através da cisdo

das ligagdes ésteres, formando grupos terminais carboxila e hidroxila. A reagéo ¢ representada na

Figura 2.
GhY GbR
~AC-C-0-C-C-Onn + O-H —
PLLA i
CH, O CH; O

10 ] + 1l
~nG-C-O-H + H-0-C-C-Onm

Figura 2. Hidrolise do poli(L-acido lactico) através da cisdo das ligagdes ésteres.
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O 4cido lactico, gerado pela degradago do poli(L-acido lactico), é incorporado ao ciclo do
acido carboxilico e eliminado pelos pulmdes como diéxido de carbono e agua, como mostra a
Figura 3. O PGA ¢ também degradado através de esterases ndo especificas e carboxil peptidases,
que produzem mondmeros de acido glicolico [CHU, 1981] [CHU & CAMPBELL, 1982]. As
unidades monoméricas de acido glicolico podem ser excretadas pela urina ou podem ser
convertidas enzimaticamente para glioxalato, que reage com glicina transaminase. A glicina que
¢ gerada pode ser usada na sintese da serina, a qual pode entrar no ciclo do acido tricarboxilico

depois da transformagdo para piruvato, como mostra a Figura 3.

Os produtos obtidos através da hidrolise da PPD s3o excretados pela urina e fezes e
exalados como dioxido de carbono [RAY et al, 1981] (Figura 3). A completa absor¢io do
polimero na forma de sutura ocorre entre 180 a 210 dias, acompanhada de uma reagdo minima do
tecido [RAY et al., 1981] [SHALABY, 1994].

Poli(acido glicélico) _8gua o glicélico —————— excretado

pela urina

glicolato oxidase
agua .
Poli{para-dioxanona) g ghoxalato. _
Poli(aci . égua . . ghcmg
oli(acido lactico) acido lactico transaminase
glicina

Ciclo do acido
tricarboxilico

Trensporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa

ATPJ LHzO

Figura 3. Esquema simplificado da degradacdo do poli(acido lactico), poli(para-
dioxanona) e poli(acido glicélico). [HOLLINGER & BATTISTONE, 1986][BOSTMAN, 1991].
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2.3. Blendas Poliméricas

O crescente progresso cientifico e comercial na area de blendas poliméricas, a partir da
década de 70, deve-se ao fato de que a produgdo de blendas pode ser realizada com maior rapidez
que o desenvolvimento de novos polimeros [PAUL et al., 1989]. Uma das vantagens da mistura
de polimeros diferentes € que podemos combinar também as suas propriedades, produzindo
materiais para aplicagdes novas, nas quais os polimeros individuais ndo sdo adequados. Além da
melhoria das propriedades mecénicas e fisico-quimicas, em alguns casos, a adicdo de um

polimero a outro, resulta num material de melhor processabilidade e aparéncia final.

O termo blendas poliméricas é utilizado pela maioria dos autores para representar a mistura
fisica de dois ou mais polimeros (ou copolimeros) [MANSON & SPERLING, 1976]. Segundo
UTRACKI (1989), as blendas poliméricas podem ser classificadas em misciveis ou imisciveis.
As blendas misciveis apresentam-se homogéneas em escala molecular, enquanto que as
imisciveis apresentam-se em duas fases distintas. Estas ultimas, podem ainda sofrer uma
modificagio na interface e/ou morfologia, tornando-se blendas compatibilizadas ou ligas

poliméricas, as quais possuem propriedades mecénicas methores.

Uma definicio um pouco mais abrangente diz que as blendas misciveis apresentam-se
como uma unica fase, onde os componentes estio intimamente misturados, uma Unica T,
transparéncia. Em contrapartida, as blendas imisciveis apresentam-se em duas fases distintas,
cada uma correspondente aos componentes individuais (processo denominado de separagdo de
fases), uma Tg para cada fase, opacidade e, quando ndo compatibilizadas, baixa dispersdo e
adesdo interfacial, alta tens3o interfacial e propriedades mecéanicas insatisfatorias [PAUL &

NEWMAN, 1978].

Na realidade, uma blenda miscivel é uma solugdo de um polimero em outro, onde o
polimero em menor concentragdo seria o soluto e o polimero em maior concentragdo seria o
solvente. O termo solubilidade, porém, dificilmente € usado para se referir a uma blenda miscivel
pois no inicio das pesquisas na area de blendas, a maioria das blendas poliméricas eram
consideradas imisciveis, descartando-se este termo. As blendas poliméricas completamente
misciveis foram descobertas bem depois e sO entdo passou-se a usar o termo miscibilidade. O
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termo compatibilidade ¢ mais abrangente que o termo miscibilidade, sendo mais adequado para
representar blendas com as propriedades finais desejadas. Desta forma, uma mistura de polimeros
pode ndo ser miscivel e ser compativel a0 mesmo tempo, ou seja, ela pode apresentar duas fases e
possuir as propriedades finais adequadas ou desejadas para a aplicagio em questiio [HAGE,
1989].

2.3.1. Métodos para Obtencio de Blendas Poliméricas
As blendas poliméricas podem ser obtidas através dos seguintes processos:
a) por so\ug:iio

® evaporagdo de solvente — processo no qual os polimeros sio dissolvidos separadamente
em um solvente comum. Apés a completa dissolugio, as duas solugdes sdo misturadas e agitadas
até a homogeneizagdo. Membranas ou filmes densos sio preparados através da evaporacio lenta

do solvente, podendo-se controlar a espessura dos filmes.

* Coprecipitacdo ~ processo em que os polimeros sio dissolvidos separadamente es\x um

solvente comum, sdo misturados e precipitados em um nfo solvente.

e inversdo de fases - a técnica de inversdo de fases umida consiste em espalhar a sol?gio
e " - . , ~ ~ |
polimérica em uma ldmina com um bastdo e imergi-la em uma solugio de ndo solvente,

acarretando em uma separagio de fases. Esta pode pessuir estrutura esponjosa ou com cavidades

em forma de dedos.

De preferéncia, o solvente deve ser o mesmo para ambos os polimeros. Porém, sistemas
contendo mais do que um solvente também podem ser empregados, dependendo da necessidade
de solubilidade dos componentes. O processo de evaporagio de solvente & bastante importante,
pois define a morfologia da blenda. Além disso, solventes residuais podem trazer prejuizos as

propriedades mecénicas da blenda final.



b) mistura mecanica

e polimeros sdo misturados no estado fundido principalmente por um processo de extrusdo
(ou moldagem por inje¢do). Neste tipo de processo, deve-se encontrar as melhores condigGes de
processamento de modo a ndo degradar o polimero, tais como, o controle da temperatura, da
viscosidade e do projeto do equipamento. A principal diferenca entre os processos de misturas
mecénicas e por solugdo é o meio da mistura. Misturas mecénicas tem ar como meio, enquanto
que por solugdo o meio € o solvente. A viscosidade do primeiro € reduzida por temperatura e
pressdo, enquanto que o Gltimo tem sua viscosidade reduzida pela interago entre o solvente e os

componentes poliméricos.

e polimeros sdo misturados no estado amolecido utilizando-se extrusoras e moinhos de
rolos. Moinhos de rolos s3o misturadores que possuem dois ou mais cilindros que giram em
sentido contrario, promovendo alto cisalhamento. Neste caso, utiliza-se uma temperatura mais

branda e alto cisalhamento para melhorar a eficiéncia da mistura.
2.3.2. Blendas de Polimeros Bioreabsorviveis

Em relagdo as blendas poliméricas com componentes bioreabsorviveis, pode-se distinguir
dois tipos: blendas de polimeros bioreabsorviveis e polimeros no bioreabsorviveis e blendas de

polimeros bioreabsorviveis.

¢ Blendas de polimeros bioreabsorviveis e polimeros nio bioreabsorviveis. Neste caso,
a hidrofobicidade do polimero nd3o degradavel e a miscibilidade dos polimeros tém grande
influéncia sobre as propriedades das blendas. Um exemplo de blenda ndo miscivel com polimero
ndo degradavel é o sistema poli(e-caprolactona)/polipropileno. Nesta blenda, o polimero nédo
degradavel se dispersa quando a fragdo do componente degradivel € alta o suficiente. Uma
situagdo diferente € quando o polimero nio degradavel é bastante hidrofilico ou quase solivel em
dgua. Um exemplo deste tipo é a blenda de poli(oxido de etileno) (PEO) com PLLA
[NIJENHUIS et al, 1996].
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* Blendas de polimeros bioreabsorviveis. As caracteristicas de degradagio destas blendas

ndo sdo necessariamente intermediarias entre as propriedades dos polimeros constituintes.

As blendas obtidas a partir de polimeros bioreabsorviveis, que ja foram estudadas, estdo

relacionadas na Tabela 2.

Tabela 2. Blendas obtidas a partir de polimeros bioreabsorviveis ja investigadas.

[IKADA et al,, 1987][TSUJI et al., 1991] [TSUJI et al,

1991a] [TSUIJI et al., 1991b] [TSUIJI et al, 1992] [TSUII et

al., 1992b] [TSUJI & IKADA, 1993] [TSUJI & IKADA,

1994] [TSUTI et al., 1994] [TSUJI & IKADA, 1999]

[TSUII & IKADA, 1992a]

[TSUJI & IKADA, 1995] [TSUJI & IKADA, 1996b]

[TSUJI & IKADA, 1997]

[CHA & PITT, 1990]

[CHA & PITT, 1990]

[DIJSTRA et al., 1991]

[BLUMM & OWEN, 1995]

[IANNANCE et al., 1994] [FERREIRA et al, 2001]

[TSUJI & IKADA, 1994]

[DAVE et al., 1990]

[DAVE et al., 1990]

[ZHANG et al., 1995] [TSUJI & IKADA, 1996a] [DOMB,

1993]

[TSUJI & IKADA, 1997]

[ZHANG et al., 1995] [ZHANG et al., 1996]

[ORGAN, 1994] [SATOH et al., 1994] [SCANDOLA et al.,

1997]

[ZHANG et al, 1995] [GASSNER & OWEN, 1994]
[YASIN & TIGHE, 1993] [KUMAGAI & DOI, 1992]
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A mistura de polimeros bioreabsorviveis pode ser usada para a obtengdo de materiais com
novas caracteristicas de degradagio [CHA & PITT, 1990] [SATOH et al.,, 1994], propriedades
fisicas [TSUJI & IKADA, 1996] e mecénicas diferentes [ZHANG et al., 1996] [GAJRIA et al,,
1996]. A revisdo bibliografica mostrou que o estudo de blendas bioreabsorviveis foi muito pouco
explorado até o momento. Existem muitos trabalhos sobre a blenda PLLA/PDLA, poucos
trabalhos sobre as blendas de PLLA com outros polimeros e apenas trés trabalhos envolvendo a
hidrolise de blendas bioreabsorviveis. Nio foi encontrado na literatura nenhum estudo
envolvendo a blenda PLLA/PPD, nem envolvendo o PPD com qualquer outro polimero. A maior
parte dos trabalhos descritos na literatura ¢ destinada, principalmente, ao estudo da miscibilidade
do PLLA, PDLA e PHB com outros polimeros e copolimeros. O método de preparagdo das
blendas, a composigdo das mesmas e a massa molar dos polimeros parecem influenciar bastante
as propriedades finais, a taxa de degradagdo e a miscibilidade das blendas. Porém, a miscibilidade

nem sempre é requerida quando um polimero bioreabsorvivel ¢ misturado com outro [BLUMM

& OWEN, 1995].

2.4. Menisco

O menisco é reconhecido como um componente integral da junta do joelho e a sua presenca
¢ importante para a fungdo normal do mesmo [ZUKOR et al, 1990]. Ele é responsavel pela
distribuicdo da forga sobre a éarea da tibia [KUROSAWA et al., 1980] [FUKABAYASHI &
KUROSAWA, 1980], absorgdo de choques durante o carregamento dindmico e lubrificagdo da
junta [SCHOEMAKER & MARLKOLF, 1986] [FITHIAN et al., 1990]. No minimo 50% da
carga total imposta na junta do joelho é sustentada pelo menisco [RADIN et al., 1984] [ZUKOR
et al., 1990].

Os meniscos dos joelhos sdo semilunares, fibrocartilaginosos (Figura 4) e situam-se entre
os condilos femoral e o platd tibial. A superficie do menisco em contato com o condilo femoral ¢
cOncava, enquanto que a superficie em contato com o platd tibial € ligeiramente convexa. o)
menisco medial ¢ semicircular ¢ é menor do que o menisco lateral circular [McDEVITT &

WEBBER, 1990].
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Figura 4. Anatomia do menisco [Carl Told, 1919].

O menisco é um tecido conjuntivo tipico composto por relativamente poucas células,
cercadas por uma matriz extracelular abundante. Ele é formado por fibras finas de colageno, que
sio predominantemente circunferenciais em sua orientagdo [McDEVITT & WEBBER, 1990]. A
matriz extracelular da cartilagem é solida e firme, embora com alguma flexibilidade, sendo
responsavel pelas propriedades eldsticas. Adapta-se bem a sustentagdo de peso, especialmente em
pontos de movimento, como nas articulagSes sinoviais. A matriz é composta principalmente por
colageno, com menor quantidade de proteoglicanos, glicoproteinas e elastina. O colageno €
predominantemente do Tipo I, com pequenas quantidades do Tipo I, Ill e V. O colageno do tipo
I responde por 98% do colageno do organismo, sendo essencial para proporcionar a resisténcia a

tensio [McDEVITT & WEBBER, 1990].

A microanatomia do menisco é complexa e dependente da idade. A vascularidade do
menisco aumenta do centro para a margem periférica, com alteragdes no arranjo entre as fibras de
colageno [McDEVITT & WEBBER, 1990]. As fibras colagenas sdo as principais e mais
abundantes fibras nos ossos e na dentina, sdo flexiveis e tém grande for¢a ténsil. Este tecido
conjuntivo periférico liga o menisco & junta da capsula e provavelmente leva o oxigénio e
nutrientes para a porgdo interna do menisco. O restante, a porgdo mais visceral do menisco, €

avascular, aneural e fibrocartilaginosa, consistindo de células (fibrocondrécitos) cercadas por
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uma abundante matriz extracelular [McDEVITT & WEBBER, 1990]. Os fibrocondrocitos do
menisco possuem potencial consideravel para reparo ou regeneragdo de tecido [McDEVITT &
WEBBER, 1990].

Os fibrocondrocitos sintetizam a matriz fibrocartilaginosa. A fibrocartilagem esta presente
nos meniscos das articulagdes dos joelhos e é considerada um tecido de transigdo, visto que
possui propriedades estruturais e funcionais intermediarias entre o tecido conjuntivo fibroso
denso e a cartilagem articular hialina [BENJAMIN & EVANS, 1990]. Geralmente, a presenca de

fibrocartilagem indica que naquele local o tecido precisa resistir & compressdo € ao desgaste.

Os condrocitos articulares sintetizam sua propria matriz cartilaginosa hialina. Duas
populagdes de fibrocondrocitos podem ser distinguidas ¢ ambas se assemelham a condrocitos
tipicos. Os fibrocondrocitos da zona superficial (mais perto da superficie articular) sdo
usualmente, mas ndo invariavelmente, ovais ou fusiformes com poucos processos celulares.
Aqueles situados na zona profunda, que constituem a maioria da substancia interna do menisco,
tendem a ser mais arredondados [McDEVITT & WEBBER, 1990].

A matriz extracelular é arranjada de uma maneira tal que a distingue da cartilagem hialina.
Nos locais onde os fibrocondrécitos estdo em proximidade uns com os outros, a matriz parece
conter apenas pequenas quantidades de fibras de colageno e polieletrolitos, chamados
proteoglicanos. Na maior parte da 4rea, as fibras de colageno se alinham em paralelo formando
finas bandas de colageno, que podem ser vistas tanto longitudinalmente ou através da sessdo
transversal. Embora a orientagio preferencial das fibras de colageno no menisco seja
circunferencial, as fibras dispostas radialmente sdo encontradas tanto na zona superficial quanto
na zona profunda [McDEVITT & WEBBER, 1990].

A resiliéncia da fibrocartilagem ¢é devido as proteinas gigantes chamadas proteoglicanos,
importantes na determinagdo das propriedades viscoelasticas da fibrocartilagem. A estrutura dos
proteoglicanos pode conter grandes volumes de dgua, muitas vezes ultrapassando o préprio peso.
Além disso, a 4gua € presa em buracos da matriz extracelular, 0 que a torna o componente mais

abundante, cerca de 70 % do peso total [PROCTOR et al., 1989]. A resiliéncia e as propriedades

15



viscoelasticas da fibrocartilagem é consequéncia direta das propriedades estruturais da agua,

enquanto as fibras colagenas sdo responsaveis pela resisténcia a tenséo.

Embora o menisco possua propriedades mecénicas excelentes, a exposigdo a pressdes ou
tensdes anormais pode exceder sua elasticidade e ocasionar lesGes. Um niimero crescente de
incidéncia de lesGes no menisco, ocasionando a meniscectomia parcial e procedimentos de
sutura, ocorrem principamente devido ao excesso de atividades esportivas. Dado que o menisco
possui uma estrutura complexa e € responsavel por varias fungSes importantes, ndo € surpresa

que ele ndo possa ser removido sem consequéncias.

As lesSes no menisco e a meniscectomia predispdem ao desenvolvimento precoce de
osteoartrite. FATIRBANK, (1948) foi o primeiro a observar mudangas degenerativas na junta do
joelho apds a meniscectomia [FAIRBANK, 1948]. Desde entdo, foi demonstrado muitas vezes
que a remog3o do menisco resulta em alta porcentagem de degeneragdo da cartilagem articular
[JACKSON, 1968] [VETH, 1985] [MEDLAR et al., 1980] [ABDON et al., 1990]. Como o grau
de degeneragio € proporcional a parte removida do menisco, 0o método preferido é a
meniscectomia parcial, preservando o maximo possivel de tecido do menisco [KING, 1983].
Apesar dos resultados serem melhores, quando comparados & meniscectomia total, a
meniscectomia parcial ¢ associada com o desenvolvimento de mudangas degenerativas no joelho,
visto que a osteoartrite néo € prevenida [HOSHIKAWA, 1983].

Apés a meniscectomia, a distribuigdo das forgas no joelho é bastante alterada. A area de
contato decresce, produzindo um aumento nas for¢as de contato entre os 0ssos, o que pode levar

a uma osteoartrose precoce, artrite degenerativa e degeneracdo da cartilagem.

A base cientifica para as cirurgias de lesGes de meniscos foi estabelecida por King em 1936,
através de uma série de experimentos simples com meniscos de cdes [KING, 1936]. Em 1980,
Heatley, repetindo em coelhos os experimentos de King, mostrou que os meniscos danificados
possuem um consideravel potencial para a reparagio [HEATLEY, 1980]. Entretanto, o tecido
reparado ndo era fibrocartilagem, consistia de fibras colagenas dispersas e o conteudo de
proteoglicanos era menor do que o do menisco normal [GHOSH et al., 1983]. O reparo do
menisco parece ser a melhor opgéo, visto que nesse caso todo o tecido do menisco é preservado.
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Contudo, devido ao limitado suprimento de sangue do menisco, a cura é um problema. Apenas
10 a 20 % das lesdes da parte externa vascularizada podem ser reparadas adequadamente,
simplesmente suturando [HEATLEY, 1980]. Quando as lesSes estdo situadas na parte central
avascular do menisco néo existe nenhuma tendéncia para a cura e nenhum método cirirgico

disponivel até o presente momento.

Hoje em dia existe quatro diferentes concepgles para a substituicdo do menisco

[MESSNER, 1994]:

transplante de menisco alégeno

transplante de menisco autogeno

proteses sintéticas (permanentes)

proteses bioreabsorviveis (temporarias)

O transplante de menisco alégeno foi a primeira concepcdo testada clinicamente. Os
primeiros estudos clinicos foram relatados no final da década de 80 [MILACHOWSKI et al,
1989]. Nesta época, este método ciriirgico comegou a fazer parte da rotina de muitos atletas com
lesBes sérias no joelho. Porém, no transplante de menisco existe a possibilidade de transmissdo de
doengas infecciosas, que passou a ser um problema e que até hoje ainda ndo foi solucionado

[MESSNER, 1994].

O transplante de menisco autdgeno em ovelhas foi relatado na literatura recentemente
[KOHN et al., 1992] [KOHN & WIRTH, 1989]. Este grupo utilizou primeiro um transplante a
partir de um coxim gorduroso e mais tarde, o tenddo da patela como substituto para o menisco
medial.

Quanto as proteses sintéticas, existe uma série de experimentos descritos na literatura.
Proteses permanentes de teflon® foram implantadas em c@es entre os condilos tibial e femoral,
apos a retirada do menisco lateral. Entretanto, mudangas degenerativas foram observadas no
condilo tibial 3 meses ap6s o implante [TOYONAGA et al., 1983]. Estudos de proteses sintéticas
a base de poliéster com fibra de carbono em coelhos foram relatados por WOOD et al., (1990).

Um estudo mais aprofundado descreve o uso de uma protese de Dacron® recoberta com
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poliuretano em coethos [SOMMERLATH & GILLQUIST, 1992]. Esta protese parece proteger a
cartilagem, porém, seu tamanho inadequado e as propriedades biomecanicas similares ao do
joelho com meniscectomia, favoreceram a formagdo excessiva de osteofitos e sinovities cronica.
Osteofitos sdo uma neofdnnagio Ossea associada & degeneragdo articular (bico de papagaio).
Além disso, ela ndo restabeleceu o comportamento de relaxagio de carga de uma junta normal de
joelho. Em uma série de experimentos em coelhos, o “design” e a construgdo da protese foram
alterados para melhorar o encaixe e as propriedades biomecénicas da mesma [SOMMERLATH
& GILLQUIST, 1992] [SOMMERLATH et al., 1992] [SOMMERLATH & GILLQUIST, 1993a]
[SOMMERLATH & GILLQUIST, 1993b]. Foram implantados em coelhos um composito de
Teflon-periosteal [MESSNER, 1994a]. Esta protese apresentou propriedades mecénicas melhores
e um “design” mais aproximado ao tecido do menisco normal do que a protese de Dacron

recoberta com poliuretano.

de GROOT et al., (1996) desenvolveram uma prétese porosa de poliuretano e implantaram
em caes (Figura 5). Os autores salientam a importéncia de se utilizar um material com poros
interconectados, para induzir o crescimento de tecido fibracartilaginoso e reconstruir o menisco
lesado. Entretanto, o agente de reticulagdo liberado na degradagdo, o glutaraldeido, € considerado
toxico e o tempo de indugdo da formagdo de fibrocartilagem é considerado muito alto, cerca de
20 semanas [ELEMA et al., 1990]. Em um trabalho mais recente foi produzido poliuretano sem o
uso de solventes orginicos, com porosidade controlada e boas propriedades mecanicas [SPAANS
et al., 2000]. Outros materiais também foram testados para a mesma aplicagdo, envolvendo
copolimeros de g-caprolactona e L-lactideo, que exibem boas propriedades mecénicas resultantes
das sequéncias de poli(L- acido lactico) [de GROOT et al., 1997].

O uso de préteses bioreabsorviveis teve seu inicio bem mais recentemente, em 1992
[STONE et al., 1992]. O autor desenvolveu uma protese a base de colageno, sintetizada a partir
do tecido do tenddo de Achiles bovino e implantou em cdes. Entretanto, essas proteses de

colageno apresentaram um tempo de degradag@o relativamente curto (cerca de 6 semanas).

18



Figura 5. Técnicas de reconstrugio do menisco. (a) apenas a periferia do menisco €
vascularizada. (b) a junta da capsula é aberta e uma les3o triangular € criada, estendendo-se até a
zona avascular do menisco. (c) o defeito é expandido com um defeito longitudinal na zona
avascular do menisco. (d) um polimero poroso é suturado dentro do defeito triangular sem
sutura-lo na les3o longitudinal [de GROOT et al., 1996].

Os polimeros bioreabsorviveis vém ganhando crescente importéncia na area de Engenharia
de Tecidos e transplante de células. Foi comprovado que o tecido cartilaginoso pode ser
regenerado através de uma cultura de condrécitos em um substrato poroso de PGA [FREED et
al., 1993a] [FREED et al., 1993b]. A cultura de condrocitos s6 € possivel quando eles crescem
em uma matriz tridimensional porosa, caso contrario eles se diferenciam em células com
aparéncia de fibroblastos [YASUI et al., 1982] [KIMURA et al., 1986] [ARCHER et al., 1990].
A matriz serve também como substrato, no qual os condrécitos, dependentes de ancoragem
podem se aderir [THOMSON et al., 1995].

Recentemente, foi obtido tecido de menisco através do uso de um substrato de um polimero

bioreabsorvivel, o poli(acido glicélico) (PGA) e fibrocondrocitos de menisco isolados em cultura
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[IBARRA et al, 1997]. Os fibrocondrocitos cresceram e se expandiram no substrato
bioreabsorvivel e ao serem implantados subcutaneamente em ratos, formaram, ap6s algumas
semanas, um tecido semelhante ao tecido do menisco. Os estudos biomecénicos e bioquimicos do
tecido de menisco estio ainda sendo realizados. Os autores buscaram ainda, em sua pesquisa,
sintetizar um menisco in vitro criado a partir da cultura das células do proprio paciente que vai

sofrer meniscectomia total, com a forma e o tamanho exato que se encaixa no joelho do mesmo.

Uma comunicagdo bastante recente e muito semelhante com a idéia do nosso trabalho,
envolveu o implante de um compésito bioreabsorvivel & base de colageno e polidioxanona em
ovelhas [METAK et al., 1997]. A protese foi implantada em 7 ovelhas e todos os animais foram
sacrificados apds 1 ano. O trabalho relata apenas que ocorreu a formagdo de um neomenisco, que
comparado com o menisco normal, apresentou redugdo no volume e perda da resisténcia

mecanica. Porém, nenhum resultado histolégico foi apresentado.
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Capitulo 3

Parte Experimental

Neste capitulo, sera abordada a metodologia empregada ao longo do desenvolvimento deste
trabalho, que envolve as etapas de obtengdo de blendas PPD/PLLA por dois métodos distintos:
evaporagio de solvente e fusdo, na forma de filmes e pinos, respectivamente. As amostras foram
caracterizadas quanto & morfologia, propriedades térmicas e mecénicas. Realizou-se um estudo in
vitro das blendas, no qual as amostras foram degradadas em tampdo fosfato e avaliadas por
métodos de analise térmica e morfologica. Foi desenvolvida uma protese de menisco e a mesma
foi implantada em coelhos, podendo-se avaliar a interagdo protese/tecido por histologia e

microscopia eletronica de varredura.

3.1. Materiais

Os polimeros utilizados neste trabalho foram o poli(L-acido lactico) (PLLA) de massa
molar ponderal média (MW = 100.000 Da) (Medisorb - Dupont) e a poli(p-dioxanona) (PPD),
obtida na forma de sutura violeta (Ethicon, Inc). O corante foi previamente extraido em cloreto de
metileno (Synth) com agitagdo & temperatura ambiente por cerca de 24 horas. O
hexafluoroisopropanol (HFIP) foi fornecido pela Aldrich.
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3.2. Preparacio das blendas

3.2.1. Evaporacio de solvente

Foram preparadas blendas PPD/PLLA por evaporago de solvente a temperatura ambiente
nas composigdes (0/100), (20/80), (40/60), (50/50), (60/40), (80/20) e (100/0) % (m/m). O PLLA
e a PPD foram dissolvidos separadamente em HFIP para formar solugdes 10 % (m/v), que foram
mantidas em agitador magnético por 2 horas, até completa homogeneizagéo. As solugGes foram
misturadas e as misturas foram vertidas em um molde de vidro (50x30x5 mm) e colocadas em
uma cimara para evaporagdo do solvente por 24 horas, com fluxo constante de ar seco, como
mostrado na Figura 6. Os filmes foram secos em uma estufa & vacuo a 60°C durante 24 horas e

armazenados em um dessecador, obtendo-se amostras com a mesma dimensédo do molde.

salda de ar + HFIP
i
7
Cuba de
Molde de Secagem Vidro

Figura 6. Camara evaporadora para obtencio de filmes por evaporagio de solvente

[LUCIANO, 1997].
3.2.2. Fusio

Foram preparadas blendas PPD/PLLA por fusdo nas composigdes (0/100), (20/80), (40/60),
(50/50), (60/40), (80/20) e (100/0) % (m/m), obtendo-se pinos com 3,1 cm de didmetro ¢ 9 cm de
comprimento, utilizando-se uma mini-injetora modelo LMM-2017 (Figura 7). As amostras
foram colocadas na panela da mini-injetora, e deixadas 1 min na temperatura de injegéo, seguido
de 1,5 min sob taxa de cisalhamento constante (120 rpm). A temperatura da panela foi mantida

em 210 °C e a temperatura da camisa de aquecimento do molde foi mantida em 120°C.
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Figura 7. Esquema de funcionamento da mini-injetora.

3.3. Caracterizacao das blendas
3.3.1. Caracterizacdo das blendas obtidas por evaporaciao de solvente
3.3.1.1. Calorimetria diferencial de varredura modulada (MDSC)

As medidas no MDSC foram feitas no equipamento modelo 2920 da TA Instruments.
Amostras pesando de 3-5 mg foram seladas em panelas de aluminio e mantidas por 1 min a
200°C. Em seguida, elas foram resfriadas rapidamente em nitrogénio liquido e introduzidas no
forno a — 40°C para melhorar a vizualizagdo das temperaturas de transigio vitrea. As medidas
foram tomadas no intervalo de temperatura de — 40 a 190°C, com taxa de aquecimento de
1°C.min?. A amplitude e o periodo de oscilagio utilizados foram de 0,5°C e 60 s,

respectivamente.
3.3.1.2. Difratometria de raios-X

Os difratogramas de raios-X foram obtidos pelo Difratometro Rigaku Geigerflex com fonte
de radiagdo CuK.. Os angulos de varredura utilizados foram de 15 — 30 °. A velocidade de
corrida foi de 2°C.min™ e o fundo de escala foi 500 cps.

3.3.1.3. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Os fragmentos da superficie superior dos filmes e a superficie de fratura dos mesmos

(fraturadas em N liquido), foram fixados em um suporte metalico e recobertos com uma fina
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camada de ouro, utilizando-se um metalizador de amostras BAL-TEC SCD 050. Os fragmentos
foram observados ao MEV JEOL JXA 860A, sob tens3o de 10 a 20 kV.

3.3.1.4. Microscopia optica (MO)

Filmes com cerca de 40 um de espessura foram prensados, a partir do fundido a 200°C por
1 min e a 34 kg.cm™ e colocados entre duas laminulas. Antes de cristalizadas, as amostras foram
primeiramente aquecidas a 200 °C por 1 min e resfriadas até a temperatura de cristalizag@o
desejada, T, = 130°C para o PLLA e T. = 65°C para a PPD. Nas blendas, a isoterma de
cristalizagdo do PLLA foi mantida por 10 a 15 minutos e a isoterma de cristalizagdo da PPD foi
mantida até que todo o espago fosse preenchido com os esferulitos. Um Microscopio Zeiss
Axiophot com luz polarizada, equipado com controle de aquecimento, foi utilizado para
visualizar as morfologias. Foram tiradas micrografias das amostras e as morfologias resultantes

foram estudadas em fun¢ido da composigdo da blenda.

3.3.1.5. Ensaios mecanicos de tracio

As blendas PPD/PLLA nas composi¢Ses (0/100), (20/80), (50/50), (80/20) e (100/0) %
(m/m) com cerca de 40 mm de comprimento, 2,0 mm de largura e 0,20 mm de espessura foram
submetidas a ensaios de tragdo em um sistema automatico de testes de materiais da Instron
Corporation, Série IX, modelo 1.09, célula de carga de 100 N e velocidade de 10 mm.min™
utilizando norma ASTM D882-75. Cada amostra foi submetida a 5 ensaios nas mesmas

condi¢Oes de umidade (50%) e temperatura (22 °C).
3.3.2. Caracterizacio das blendas obtidas por fusiao
3.3.2.1. Anailise dinimico mecinica (DMA)

As blendas foram analisadas por DMA, através de ensaios de flexdo em trés pontos, ao ar,
em um equipamento Netzsch DMA 242. As amostras foram apoiadas sob duas extremidades,
enquanto que a extremidade chanfrada da haste aplicava uma carga na amostra em sua regido

central superior. O espagamento entre as duas extremidades estd de acordo com a norma DIN
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53457. Pinos com didmetro 3,1 mm e comprimento 4,0 mm foram submetidos a deformacdo
senoidal de 240 um de amplitude, frequéncia de 10.000 Hz na faixa de temperatura de -50 a

200°C a uma taxa de aquecimento de 5°C.min™.
3.3.2.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas em um equipamento Netzsch STA 409C sob fluxo de
hélio. Amostras pesando de 6 a 11 mg foram seladas em panelas de aluminio e aquecidas de 25 a
200°C a uma taxa de aquecimento de 5°C.min” (primeiro aquecimento) e mantidas a esta
temperatura por 2 min. Subsequentemente, elas foram resfriadas a —30°C a uma taxa de
10°C.min”" e mantidas a esta temperatura por 2 min. As blendas cristalizadas foram aquecidas a

200°C a uma taxa de aquecimento de 5°C.min" (segundo aquecimento).
3.3.2.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As superficies de fratura das blendas foram observadas por MEV em um equipamento
JEOL JXA 860A. Todas as amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido e cobertas com uma
fina camada de ouro através de um equipamento BAL-TEC SCD 050.

3.4. Estudo in vitro das blendas obtidas por evaporacio de solvente e fusio

As amostras das blendas PPD/PLLA obtidas por evaporagdo de solvente nas composi¢oes
(0/100), (20/80), (50/50), (80/20) e (80/20) % (m/m), foram imersas em tubos de ensaios com
tampa rosqueada, previamente esterilizados com alcool 70% contendo solugio tampéo fosfato pH
7,4 a 37 £+ 1°C, sendo retiradas ap6s 1, 2, 4, 6, 8 e 10 semanas. O mesmo procedimento foi
realizado com as blendas PPD/PLLA obtidas por fusdio nas composi¢Ses 0/100, 20/80, 50/50 e
100/0, sendo retiradas ap6s 2, 4, 8, 10, 12, 15 e 32 semanas. ApoOs tempos determinados, as
amostras foram lavadas com &agua, secas 4 vacuo e submetidas as técnicas de caracterizagdo
citadas a seguir. A blenda PPD/PLLA 80/20, selecionada para o estudo in vivo, adicionou-se 3 %
de trietil citrato de sddio (80/20 3%p), e a mesma foi submetida ao estudo in vifro nas mesmas

condi¢des citadas acima.
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3.4.1. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC foram feitas no STA 409C (NETZSCH). As amostras, pesando em torno
de 10 mg, foram aquecidas utilizando o programa:
aquecimento de 20 a 200 °C a 10 °C.min™
isoterma de 2 min em 200 °C
resfriamento de 200 a 0 °C a 20 °C.min"
isoterma de 2 min em 0 °C

aquecimento de 0 2 200 °C a 10 °C.min™
3.4.2. Analise termogravimétrica (TGA)

As amostras dos filmes, pesando cerca de 20 mg foram aquecidas de 25 a 450°C a 10
°C.min" sob atmosfera de hélio, utilizando-se o equipamento STA 409C (NETZSCH).

3.4.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os fragmentos da superficie superior das membranas e a superficie de fratura das mesmas
(fraturadas em N; liquido), foram fixados um suporte metalico e recobertos com uma fina camada
de ouro, utilizando-se um metalizador de amostras BAL-TEC SCD 050. Os fragmentos foram

observados ao microscopio eletrdnico de varredura JEOL JXA 860A, sob tensZo de 10 a 20 kV.
3.5. Estudo in vivo das blendas

Com base na literatura [de GROOT et al., 1996], uma das caracteristicas para aplicagdo
em protese de menisco, € que a protese deve apresentar poros interconectados para permitir o
crescimento do tecido. Baseando-se em trabalhos desenvolvidos pelo grupo, obteve-se proteses
porosas por dois métodos, por adi¢éio de citrato de sddio (sal) [BARBANTI, 2001] e por adigéo
de trietil citrato de sodio (plastificante) [LUCIANO, 1997].

26



3.5.1. Preparaciio das préteses

O filme de PPD/PLLA (50/50) 10 % (m/V) com 27% de citrato de sodio (sal) foi
sintetizado por evaporagdo de solvente como descrito na sessdo 3.2.1. Ap6s a homogeneizagio,
adicionou-se o sal peneirado (180 a 250 pum) e agitou-se por mais 30 minutos. A solugfo foi
vertida em um molde de vidro e colocada em uma cimara para evaporagdo de solvente por 24
horas, com fluxo constante de ar seco. O filme foi deixado em agua destilada deionizada por 48
horas (trocada de 6 em 6 horas) para solubilizar o sal. Em seguida, os filmes foram secos em
estufa a vacuo a 60 °C durante 24 horas e armazenados em um dessecador. Filmes da blenda
PPD/PLLA (80/20) 10% (m/V) com 3 e 5 % de trietil citrato de sédio 99% (Aldrich) foram
obtidos por evaporagiio de solvente foram preparadas como descrito na sessio 3.2.1. O
plastificante foi adicionado apés a homogeneizagio e a solugdo foi agitada por mais 1 hora. A
soluc@o final foi vertida em um molde e colocada em uma cimara para evaporagio de solvente
por 24 horas, com fluxo constante de ar seco. Posteriormente, os filmes foram secos em estufa a

vacuo a 60 °C durante 24 horas e armazenados em um dessecador.

3.5.2. Implantes

As proteses selecionadas para o implante, 80/20 3%p, foram cortadas no formato do

menisco, com o auxilio de uma punc¢fo, conforme Figura 8 ¢ esterilizadas com é6xido de etileno.

MENISCO

PROTESE

Figura 8. Foto da prétese de menisco em comparagdo com o menisco de coelho.
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Neste trabalho, foram utilizados 36 coelhos rancos da raga New Zeland, de ambos os
sexos, com idade entre 5 a 7 meses e pesando de 2 a 4 kg, sendo que dois coelhos foram
utilizados para o estudo piloto e 34 coelhos para o estudo /n vivo. Esses animais permaneceram

no biotério, recebendo ragdo comercial e dgua ad lib- itum, durante todo perfode de implante.

O material cirurgico foi esterilizado em autoclaave a 120°C. Os coelhos foram submetidos a
meniscectomia total do menisco medial, por incisdc> parapatelar medial e artrotomia, sendo que
em um dos joelhos foi implantada a protese do polimero e o outro, sem implante, serviu como
controle. A Figura 9 ilustra o procedimento cirirgsico, mostrando a protese sendo suturada no
local do menisco. Antes da cirurgia, os animais pexmaneceram em jejum durante doze horas e
foram anestesiados com uma inje¢do intrarmuscular de uma mistura de drogas:
atropina/quetamina 5%/xilazina 2% na razdo de 30/3/0,2 mg/kg. Foram realizadas tricotomias na
regido do implante e, seguida & implanta¢do, os coxtes foram suturados e foi feita aplicagdo de

alcool iodado no local para a prevengdo de infecgdes. .

Figura 9. Procedimento cirirgico mostrando a prétese sendo suturada no local do menisco

do coelho.

Os coelhos receberam uma dose de antibidticco e foram acondicionados soltos dentro de

gaiolas individuais. Foram feitas observagdes didriass para avaliagio de suas condigdes de satide e
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comportamento. Os coelhos foram novamente anestesiados e passaram por uma nova tricotomia
no joelho. Foram recolhidos de todos os coelhos, as proteses juntamente com o tecido ao redor
delas, os condilos femorais controle (ao lado onde foi realizada a remog@o do menisco), amostras
dos meniscos e dos condilos femorais normais (em contato com o menisco). Os materiais foram

submetidos a analise histologica por microscopia optica.
3.5.3. Procedimento histologico das amostras

As amostras foram preparadas para a analise histologica de acordo com a técnica utilizada
para microscopia optica, utilizando parafina liquida como meio de embebicdo [MICHELANY,
1980].

Os animais para o estudo piloto foram sacrificados ap6s 2 e 4 semanas, enquanto os animais
para o estudo in vivo, divididos em grupos, foram sacrificados apés 3, 6, 12, 14 e 15 semanas de

implante.

As amostras foram fixadas em solugdo de Bouin por 24 horas a temperatura ambiente. ApoOs
a fixagdo, as amostras foram lavadas, desidratadas em uma bateria de alcoois, diafanizadas em
xilol e embebidas em parafina liquida & temperatura ambiente. Cortes histologicos foram

realizados com 5 pum de espessura e recolhidos em ldminas recobertas com albumina.

3.5.3.1. Coloraciio e montagem permanente das laminas

Para se proceder a coloragdo dos tecidos, os cortes foram desparafinizados em xilol,
hidratados em uma bateria de alcoois e corados por dois métodos distintos: Tricromico de

Massom e Picrosirius, descritos a seguir:
a) coloracio com Tricromico de Masson

Esta técnica consiste em utilizar 3 corantes distintos, que permitem distinguir nitidamente
entre o nucleo (corado pela hematoxilina, corante basico que cora os compostos aniénicos — ex:

acidos nucleicos), o citoplasma celular (corado pela eosina ou fucsina, corante acido, que cora os
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compostos catiOnicos), mas também entre a célula e a matriz extracelular através do terceiro
corante (azul de anilina), que tem uma tonalidade azul.

b) coloracéio com picrosirius

Esta técnica de coloragdo permite a observagdo dos componentes tissulares ao Microscopio
optico com luz polarizada, pois o corante se impregna em estruturas repetitivas, como o colageno,

provocando um brilho intenso quando submetidos a luz polarizada.

Em seguida, as amostras foram desidratadas em uma bateria de alcoois, diafanizadas em

xilol e os cortes foram montados entre ldmina e laminula.

3.5.4. Procedimento para microscopia eletronica de varredura (MEV)

Primeiramente, o material foi fixado em solugdo de glutaraldeido a 2%, paraformaldeido a
2% e acido ténico a 0,5% em tampédo fosfato 0,1 M (pH 7,3) por 16 horas. Logo apos a fixagéo,

o material foi preparado para analise de acordo com o seguinte esquema:

1. Lavagem em agua destilada a temperatura ambiente por 30 minutos (3 trocas de 10 min.).
2. Pos-fixagdo em tetroxido de 6smio a 1% por 2 horas a 4°C.

3. Lavagem em agua destilada por 45 minutos (3 trocas de 15 min.).

4. Desidratacdo: etanol a 50%; etanol a 70%; etanol a 80%; etanol a 95% e etanol a 100%.
5. Criofratura em nitrogénio liquido com lamina de bisturi, ap6s 20 minutos de incubagio.

6. Desidratagdo: etanol a 100% por 30 minutos (2 trocas de 15 min.).

7. Obtengdo do Ponto Critico.

8. Colagem do material em suporte metalico.

9. Cobertura do material com ouro.
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Capitulo 4

Resultados e Discussio

4.1. Blendas obtidas por evaporacio de solvente
4.1.1. Calorimetria diferencial de varredura modulada (MDSC)

O MDSC nos da informagdes sobre o fluxo de calor total, fluxo de calor reversivel e
fluxo de calor irreversivel, sendo possivel, desta forma, observar eventos que poderiam
estar sendo mascarados caso utilizassemos a técnica de DSC convencional. A T, por
exemplo, é uma transi¢do reversivel que aparece nas curvas de fluxo de calor total e calor
reversivel, mas nfo aparece na curva de fluxo de calor irreversivel. Como o sinal da T ¢
mais nitido nas curvas de fluxo de calor reversivel, as temperaturas de transi¢éo vitrea sdo
determinadas através destas curvas [READING et al., 1994]. Conforme relatado na Parte
Experimental, todas as amostras foram submetidas a um tratamento térmico para melhorar
a detecg@io das temperaturas de transi¢do vitrea. As curvas obtidas por MDSC de fluxo de
calor total e fluxo de calor reversivel para os diferentes pares de blendas e homopolimeros,
ap0s o resfriamento, sdo apresentadas, respectivamente, nas Figuras 10 e 11. Estas curvas
mostram que os homopolimeros e as blendas apresentam picos de fusdo, picos de
cristalizagdo e temperaturas de transi¢do vitrea, comportamento tipico de polimeros semi-

cristalinos.
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Figura 10. Curvas de fluxo de calor total obtidas por MDSC para as diferentes
composi¢des das blendas PPD/PLLA apés o resfriamento rapido.
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Figura 11. Curvas de fluxo de calor reversivel obtidas por MDSC para as diferentes

composi¢des das blendas PPD/PLLA apés o resfriamento rapido.
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Os valores de temperatura de transigdo vitrea (Tg), temperatura de cristalizagdo (T¢),
temperatura de fusdo (Ty), entalpias de cristalizagdo (AH.) e entalf)ias de fusdo (AHp) das
blendas PPD/PLLA, determinados a partir das curvas de MDSC estdo sumarizados na
Tabela 3. Os valores de T, € T, foram obtidos a partir das temperaturas dos picos de fuséo

e cristalizaco, respectivamente.

Tabela 3. Valores de temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de
cristalizagdo (T.), temperatura de fusdo (Tm), entalpias de cristalizagdo (AH,) e entalpias de
fusio (AHy) das blendas PPD/PLLA determinados a partir das curvas de MDSC.

blendas T, T |AH. | Tm |AHn| T T, AH, Tm | AHp
PPD/PLLA | PPD | PPD | PPD | PPD | PPD | PLLA | PLLA | PLLA | PLLA | PLLA
CO | O | PO AR CO | CO | (/g | CO) | Ulg)
0/100 - - - - - 57 88 26 178 49
20/80 -16 16 34 | 106 | 71 52 79 17 176 38
40/60 -16 14 48 | 106 | 89 48 74 30 176 54
50/50 -14 17 46 | 107 | 87 55 82 27 176 51
60/40 -15 16 32 | 107 | 64 52 79 31 175 56
80/20 -13 19 40 | 108 | 75 56 79 37 177 54
100/0 -14 16 36 | 108 | 79 - - - - -

As curvas de MDSC mostram T, igual a —14 e 57 °C para a PPD ¢ o PLLA,
respectivamente. Duas T,’s distintas, praticamente constantes e iguais aos homopolimeros
podem ser verificadas para todas as composicdes de blendas (Tabela 3), sugerindo a
imiscibilidade do sistema. Outro fator que indica a imiscibilidade de um sistema € o fato
dos valores de T, nfio variarem em fungdo da composi¢do da blenda, como mostra a
Figura 10. Observa-se dois picos endotérmicos, em 108 e 178 °C, devido a fusdo das fases

cristalinas da PPD e do PLLA, respectivamente.

Estudos de blendas PHB/PDLLA, PHB-HV/PLLA e PDLLA/PCL também
apresentaram duas temperaturas de transigéo vitrea proximas dos homopolimeros e valores
de Ty, constantes para as composigdes estudadas, indicando a imiscibilidade dos sistemas
[ZHANG et al., 1996] [DAVE et al., 1990] [TSUJI & IKADA, 1996a].
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A T, da PPD ¢€ constante para todas as composi¢des de blendas, enquanto que a T. do
PLLA é dependente da composigéo (Tabela 3). Podemos observar que a T, do PLLA puro
¢ maior que a T. do PLLA nas blendas. Este resultado indica que a PPD interfere na
cristalizagdo do PLLA nas blendas. Isto pode ser explicado pelo fato de que quando o
PLLA cristaliza, os cristais de PPD ja formados podem interferir, resultando em uma
cristalizagdo a temperaturas mais baixas, o que acarreta em um decréscimo da T, do PLLA

independente da quantidade de PPD.

Um resultado similar foi observado também para as blendas de PHB/PDLLA
[ZHANG et al., 1996]. Os autores observaram um decréscimo da T. do PHB em fung&o da
composigdo da blenda, indicando que o componente PDLLA amorfo exerce forte
influéncia sobre a cristalizagdo do PHB nas blendas, especialmente quando seu conteudo €

relativamente alto.

A éarea relacionada ao pico de fusdo € associada a entalpia de fusdo (AHy) da regido
cristalina. Os valores de AHp, da PPD e do PLLA foram normalizados em relagéo a

composicao, sendo considerados constantes dentro dos erros experimentais.

A partir dos dados de AHy,, AH; e da entalpia de fusdo, considerando o polimero
100% cristalino, AHy," = 93.7 J/g para o PLLA [FISHER et al., 1993] ¢ AHy, = 102.9 J/g
para a PPD [PEZZIN et al., 2001], foi possivel calcular o grau de cristalinidade (% %) do
PLLA e PPD na blenda, segundo a equagdo 1,

xo= = "% 100 1)
¢ AH

A Figura 12 mostra que o grau de cristalinidade do PLLA (x.PLLA) e PPD (3. PPD)

se mantém constante para todas as composi¢des das blendas.
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Figura 12. Grau de cristalinidade ().) do PLLA e da PPD em fungdo da composi¢do
de PPD (X ppp), calculados a partir do MDSC das blendas PPD/PLLA,

4.1.2. Difratometria de raios-X

O perfil de difragdo de raios-X para os homopolimeros ¢ as blendas ¢ mostrado na
Figura 13. Como pode-se observar, o PLLA apresenta picos de difragdo em 20 igual a
16,5 © (reflexdo 110 e 200); 19° (reflexdo 203) e 22,5 © (reflexdo 205), enquanto que a
PPD apresenta picos de difragdo em 20 igual a 22 °; 23,5 ° e 29 °. A intensidade dos picos
de difragdo do PLLA decresce 4 medida em que acrescenta-se mais PPD 4 blenda. Os picos
de difragio das blendas contém todos os picos correspondentes aos homopolimeros. O
perfil de difragdo para o PLLA ¢ similar ao padriio mostrado por IKADA et al. (1987), que
sio comparaveis aos resultados para a forma cristalina o. do PLLA, a qual possui célula
unitaria pseudo-ortorrdmbica de dimensdes; a= 1.07 nm, b=0.595 nm, and ¢= 2.78 nm
[OKIHARA et al., 1991]. De Santis and Kovacs relataram que a estrutura cristalina do
PLLA consiste de cadeias helicoidais orientadas para a esquerda [de SANTIS et al., 1968].
A auséncia de deslocamentos de picos sugere que as distincias moleculares nas estruturas

cristalinas ndo s3o afetadas e que os dois materiais ndo co-cristalizam.
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Figura 13, Difratogramas das blendas PPD/PLLA sintetizadas por evaporagdo de solvente.
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4.1.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por MEV das superficies das blendas PPD/PLLA em varias
composiges sio apresentadas na Figura 14. Observa-se que a morfologia do PLLA ¢
bastante distinta da morfologia da PPD. Enquanto a PPD apresenta uma superficie

irregular, composta por globulos pontiagudos, o PLLA possui uma superficie rugosa menos

irregular.

As blendas (40/60), (50/50) e (60/40) apresentam uma completa separagdo entre as
fases, enquanto que as blendas (20/80) e (80/20) mostram uma maior homogeneidade,
apresentando similaridade com o polimero em maior concentragdo, em fungio da baixa
concentragio do segundo componente. Entretanto, uma analise mais minuciosa, indica que
estas blendas também apresentam separagio de fases. Ao compararmos a blenda
PPD/PLLA (20/80) com o PLLA homopolimero, observa-se o aparecimento de alguns
buracos, mostrando que a superficie do PLLA apresentou alteragdes com a adigdo de 20 %
de PPD na blenda. J4 na blenda 80/20, verifica-se algumas regides planas entre os globulos
de PPD, que podem ser atribuidos ao PLLA.

A observagio das superficies de fratura das amostras indicam que todas as blendas
sio densas (Figura 15) e possuem praticamente a mesma espessura. Na Figura 16, pode-se
observar que todas as composi¢des apresentam separagdo de fases, confirmando os
resultados obtidos por MDSC de que todas as composigdes sdo imisciveis. No entanto, as
composicdes (50/50) e (60/40) apresentam uma tendéncia maior para a ocorréncia de
separagio de fases. Nestas composicSes verifica-se a formagéo de grandes contornos de
uma fase e de outra (setas) (Figura 16), como verificado também nas analises de superficie
das blendas (Figura 14). As superficies de fratura mostram com melhor nitidez que as

blendas 20/80 e 80/20 também apresentam separagdo de fases.

IANNACE et al, (1994) também observaram separagio de fases em todas as
composicdes estudadas e maior similaridade das blendas PHB-HV/PLLA (20/80) e (80/20)

com o polimero em maior concentragdo.
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PPD/PLLA (0/100)

PPD/PLLA (50/50)

PPD/PLLA (100/0)

Figura 14. Micrografias obtidas por MEV das superficies das blendas de PPD/PLLA.
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PPD/PLLA (0/100) o ' PPD/PLLA (20/80)

PPD/PLLA (100/0)

Figura 15. Micrografias obtidas por MEV das superficies de fraturas blendas de PPD/PLLA. 150 x.
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4.1.4. Microscopia 6ptica (MO)

Durante o processo de cristalizagdo a partir do polimero fundido, um dos arranjos que
podem ser observados, quando vistos por um microscopio 6ptico com luz polarizada, sdo os
esferulitos, que se formam pelo crescimento de cristais em forma de fibrilas, na dirego

radial de uma esfera.

As micrografias obtidas por MO com luz polarizada para os homopolimeros sdo
apresentadas na Figura 17. Para o PLLA homopolimero, cristalizado a 130°C, observa-se
cristais bem definidos, onde o crescimento dos mesmos é limitado por outros esferulitos da
vizinhanca. A formag3o de esferulitos para o PLLA homopolimero é semelhante aos
observados por TSUJI & IKADA, (1995), os quais cristalizaram o PLLA em diferentes
temperaturas (120, 140 e 160°C). Para a PPD homopolimero, cristalizada a 65°C, sdo

observados anéis regulares concéntricos.

As micrografias obtidas por MO com luz polarizada para as blendas PPD/PLLA
20/80 e 40/60 sio mostradas na Figura 18. Todas as micrografias apresentam o €spago
totalmente preenchido por esferulitos. Na blenda 20/80 os esferulitos da PPD ndo foram
observados, provavelmente, em fungdo da sua baixa composi¢do na blenda. Nesta blenda,
os esferulitos de PLLA maiores cresceram a T, = 130°C, enquanto que O0S menores
cresceram durante o resfriamento até 65°C, em fungdo de ndo termos mantido a amostra a
T, = 130°C, tempo suficiente para que todo o espago fosse preenchido com os esferulitos de
maior tamanho. A temperaturas de cristalizagio menores do que 130 °C, a cinética de
crescimento dos esferulitos é maior ¢ observa-se um maior nimero de nucleos, tendo como
consequéncia, a formagdo de esferulitos pequenos. A blenda 40/60 apresenta esferulitos dos
dois polimeros, sendo que ¢ possivel observar separagio de fases. Embora a proporgdo de
PPD em relacio ao PLLA seja alta (40 %), sdo muito mais evidentes os esferulitos de

PLLA.

As micrografias obtidas por MO com luz polarizada para as blendas PPD/PLLA
50/50, 60/40 ¢ 80/20 sdo mostradas na Figura 19.
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Figura 17. Micrografias obtidas por MO com luz polarizada para os homopolimeros.
(a) PLLA, (b) PPD.
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Figura 18. Micrografias obtidas por MO com luz polarizada para as blendas
PPD/PLLA. (a) (20/80), (b) (40/60).
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Figura 19. Micrografias obtidas por MO com luz polarizada para as blendas
PPD/PLLA. (a) (50/50), (b) (60/40), (c) 80/20.
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A partir da composigdo 40/60, ja é possivel observar a presenca dos esferulitos dos
dois polimeros, sendo que na composi¢do 50/50 € visivel uma macroseparagdo entre as
duas fases, com dominios bem definidos do PLLA e da PPD. A medida que aumenta a
concentragio de PPD na blenda, essa macroseparagdo é menos nitida, sendo que para a

composicio 80/20, observa-se dominios de esferulitos de PPD crescidos isoladamente dos

dominios de PLLA.
4.1.5. Ensaios mecinicos de tracio

As curvas de tensdo em fungdo da deformagdo para as blendas PPD/PLLA 0/100,
20/80, 50/50, 80/20 e 100/0 obtidas através dos ensaios de tragdo sdo mostradas na Figura
20. Dentre as curvas obtidas para cada composigdo, foi escolhida aquela que melhor

representava o comportamento de cada blenda.

Os graficos de médulo de rigidez, tensgo na ruptura, resisténcia a tragdo, deformagdo
na ruptura e tenacidade para todas as blendas obtidos a partir do ensaio de tragdo sdo
apresentados na Figura 21. O comportamento mecénico do PLLA homopolimero mostra
caracteristicas tipicas de um polimero vitreo com modulo de rigidez de 1402 & 147 MPa,
tensdo na ruptura de 26 + 3 MPa, resisténcia a tragdo de 30 + 2 MPa, deformag@o na ruptura
de 15 + 4,5 % e tenacidade de 3,9 = 1,6 MPa. Estes dados estio de acordo com os valores
relatados por Jin et al,, (2000) para o PLLA, os quais obtiveram modulo de rigidez de
1582,5 MPa, tensdo na ruptura de 18,1 MPa e deformagéo na ruptura de 10,2 %.

Por outro lado, a PPD homopolimero exibe médulo de rigidez (584 + 45 MPa) mais
baixo que o PLLA, tensio na ruptura mais baixa que PLLA (11 £ 4,4 %), resisténcia a
tragdo intermediaria (16,7 £ 1,5 MPa), quase a mesma deformagdo na ruptura que 0 PLLA
puro (14 £ 4 %) e baixa tenacidade (1,7 = 0,6 MPa). O baixo valor de modulo de rigidez,
confere & PPD alta flexibilidade, que se deve i presenca de uma ligagdo éter e um —CHz—

adicional na estrutura em relagdo ao PLLA [RAY et al., 1981].
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Figura 20. Curvas de tensdo x deformagdo das blendas PPD/PLLA obtidas através

dos ensaios de tragao.

Pode-se observar na Figura 21 que a blenda (20/80) apresenta melhores propriedades
mecanicas. Adicionando apenas 20 % de PPD ao PLLA, o sistema apresenta maiores
valores de médulo de rigidez, deformagdo na ruptura e tenacidade que o PLLA e a PPD
homopolimeros, enquanto que a tensdo na ruptura ¢ a resisténcia a tragdo s3o mais baixos
que o PLLA homopolimero. Esta blenda é um material mais flexivel e tenaz, e observa-se a
formagio de um pescogo durante a deformagdo, devido provavelmente a PPD, a qual pode
estar agindo como plastificante. Valores maiores de deformagio na ruptura e formacdo de
pescogo também foram observados para as blendas PLLA/PEO contendo mais de 10 % em

peso de PEO [NIJENHUIS et al., 1991].
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tragdo para as blendas PPD/PLLA preparadas por evaporacdo de solvente.
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As blendas (50/50) e (80/20) apresentaram mddulo de rigidez mais alto que a PPD
homopolimero, mas valores mais baixos de tensfio na ruptura, deformagdo na ruptura,
resisténcia a tragdo e tenacidade. Para a blenda (50/50), este comportamento pode estar
relacionado com a nitida morfologia de separagio de fases observada por MEV e MO,
resultando em uma perda das propriedades mecénicas. A blenda 80/20 apresentou o valor
de modulo de rigidez mais baixo dentre todas as blendas, o que a torna indicada para a
protese de menisco, devido a sua flexibilidade. Vale ressaltar que para os biomateriais, nem
sempre um moédulo de rigidez alto é tdo importante, se ao degradar, o polimero perde
rapido suas propriedades. E necessario ter em mente que as propriedades requeridas para

um material irdo depender da aplicaggo a qual ele se destina.

De um modo geral, MDSC, MEV e MO séo técnicas de caracterizagdo que nos ddo
informagdes diferentes sobre a miscibilidade e a separagdo de fases do sistema. Embora as
trés técnicas nos levem a crer que o sistema ¢é imiscivel, as técnicas de microscopia indicam
que a separag@o de fases € mais nitida nas blendas 40/60, 50/50 e 60/40 e menos intensa nas

blendas 20/80 e 80/20.
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4.2. Blendas obtidas por fusdo
4.2.1. Anadlise dinimico mecanica (DMA)

A anilise dindmico-mecédnica ¢ um método poderoso na investigagdo de fenomenos de
relaxagio em materiais poliméricos. A analise do mddulo de perda em fungdo da temperatura
(E" x T) é muito utilizada para obter informagdo sobre a miscibilidade de blendas [TANNACE et
al., 1994]. O uso da T para determinar a miscibilidade de blendas é baseado na premissa de que
o tamanho do dominio € inferior a 15 nm [UTRACKI, 1990].

Os maximos das curvas de E" x T, obtidos por DMA (Figura 22a), mostram a presenga
de duas temperaturas de transigdo vitrea (Tg), caracteristicas dos homopolimeros e que se
mantiveram constante em todas as composig¢des, indicando que as blendas séo imisciveis. As Tg’s
foram obtidas através dos maximos de E” x T e ndo através das curvas de tan 8 x T, pois a tan &
ndo é um valor puro, ou seja, ela expressa a razgo entre a energia perdida e a energia armazenada,
ndo tendo portanto um significado molecular direto [UTRACKI, 1990]. As pequenas variagdes
da T, observadas na Tabela 4, ndo sio consideradas significativas e estdo dentro da margem de
erro da técnica. A influéncia da composi¢do polimérica no comportamento dindmico-mecénico
das blendas, ilustrada na Figura 22b, mostra que, na regido plastica, a PPD apresenta moédulo de
armazenamento (E’) mais baixo que o PLLA, enquanto que as blendas apresentam

comportamento intermediario entre os dois polimeros.

Tabela 4. Temperaturas de transi¢3o vitrea para as blendas PPD/PLLA obtidas por fusdo,
medidas por DMA a partir do médulo de perda (E™).

Composicio T,PPD T, PLLA

PPD/PLLA (°C) ((9)
0/100 - 69
20/80 -3 72
40/60 -13 69
50/50 -3 76
60/40 -3 68
80/20 -3 64
100/0 -4 -
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4.2.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC para os homopolimeros e as blendas de PPD/PLLA obtidas por fusdo
no primeiro e segundo aquecimento, apresentam picos de fusdo e cristalizagdo, como pode-se
observar na Figura 23. Devido 2 alta cristalinidade das blendas, a detec¢@o das temperaturas de
transi¢do vitrea dos polimeros ndo ¢ muito nitida. As To’s, Tm’s, entalpias de cristalizagdo (AHL)
e entalpias de fusio (AHy) das blendas PPD/PLLA foram determinadas a partir das curvas de
DSC ¢ os valores estio sumarizados nas Tabelas 5 e 6. Os valores de AH,, foram calculados a
partir das éareas dos dois picos e normalizados com relagdo & composi¢do. No primeiro
aquecimento, dois picos endotérmicos podem ser vistos. Observa-se a fusdo dos cristais da PPD
em cerca de 109°C e a fusdo dos cristais de PLLA em aproximadamente 178°C, e também
verifica-se que as posigdes das temperaturas de fusio do PLLA e PPD ndo variam em func¢do da
composigio da blenda. H4 um aumento significativo do AHr, da PPD a partir de 40% de PLLA e
um aumento do AH, do PLLA com 40 e 80% de PPD, mostrando um aumento da cristalinidade
dos polimeros nas blendas. Essa variagio pode também estar relacionada ao controle das
condicBes de processamento, pois no primeiro aquecimento, as amostras sao analisadas com a sua
propria histéria térmica. Observou-se que a cristalizagdo do PLLA foi ligeiramente afetada pela

presenca da PPD, devido ao aparecimento de dois picos de fusdo para o PLLA na blenda 20/80.

No segundo aquecimento & possivel fazer uma andlise mais comparativa entre as amostras,
pois a historia térmica das mesmas foi apagada. Com relagdo a Ty da PPD ¢ do PLLA, nfo se
observou-se qualquer variagdo em relagdo ao primeiro aquecimento. Porém, em relagdo ao AHn
da PPD e do PLLA, verifica-se que os valores sdo sempre maiores do que os obtidos no primeiro
aquecimento. Estes valores oscilam dentro de um limite pequeno e podem ser considerados
constantes. A T. do PLLA e PPD puros ocorreu a 101 e 37°C, respectivamente. A T, do PPD
manteve-se constante, enquanto foi observado um decréscimo de 9 a 11°C na T. do PLLA nas
blendas. Este decréscimo é devido ao pico de cristalizagdo do PLLA ocorrer a uma temperatura
proxima da fusdo da PPD, motivo pelo qual nas outras composicdes ¢ dificil de observar este

pico, além da menor concentragio de PLLA na blenda.
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O grau de cristalinidade (x. %) do PLLA e PPD na blenda foi calculado da mesma maneira
que para as blendas sintetizadas por evaporagdo de solvente, utilizando entalpia de fusdo
considerando o polimero 100% cristalino, AHy,’ = 93.7 J/g para 0 PLLA [FISHER et al., 1993] €
AH,° = 102.9 J/g para a PPD [PEZZIN et al,, 2001]. No calculo do grau de cristalinidade do
PLLA no segundo aquecimento, a formula utilizada foi AHp, / AH.°, devido a dificuldade de se
observar o pico de cristalizagio do PLLA. Quanto a PPD, observa-se um decréscimo no (¥ PPD)
para as blendas 40/60 e 50/50, com menor quantidade de PPD. O AHy, do PLLA e da PPD ¢
consequentemente, o grau de cristalinidade, sdo maiores no segundo aquecimento do que no
primeiro aquecimento para todas as blendas, o qual pode estar relacionado ao resfriamento
controlado antes do segundo aquecimento. A técnica de DSC nos mostra que ndo houve

decréscimos significativos da T, dos polimeros, sugerindo que as blendas séo imisciveis.

Tabela 5. Dados de DSC para as blendas PPD/PLLA obtidas por fusdo. Valores de Tm e

AH,, obtidos do primeiro aquecimento.

0/100 - - - 178 42 45
20/80 106 | 88 | 86 |173/179| 44 47
40/60 107 | 64 | 62 175 55 59
50/50 108 | 77 | 75 177 43 46
60/40 107 | 65 | 63 176 42 45
80/20 108 | 58 | 56 176 48 51
100/0 109 | 58 | 56 - - -

Tabela 6. Dados de DSC para as blendas PPD/PLLA obtidas por fusdo. Valores de Tm €

AH,,, T. e AT, obtidos do segundo aquecimento.

om -
0/100 - - - - - 177 51 54 101 28
20/80 106 86 - - - 176 57 60 90 16
40/60 81/108| 69 | 23 | 36 | 45 176 59 63 92 12
50/50 109 85 | 24 | 39 | 60 | 177 43 46 - -
60/40 108 71 | 35 | 37 | 35 | 176 44 47 - -
80/20 106 63 | 36 | 36 | 26 | 176 58 62 - -
100/0 108 71 | 31 | 37 | 39 - - - - -
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4.2.3. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As micrografias das superficies de fraturas obtidas por MEV dos homopolimeros e das
blendas obtidos por fusdo sdo mostradas na Figura 24. O PLLA apresenta uma superficie densa e
lisa (Figura 24a), enquanto que a superficie da PPD, além de ser densa, tem uma certa
rugosidade (Figura 24g), mas ndo apresenta os mesmos globulos pontiagudos observados nas

membranas de PPD homopolimero (Figura 14).

As blendas de composi¢des 20/80 e 80/20 (Figuras 24b e 24f) apresentam uma maior
homogeneidade, atribuida a baixa concentragio de um dos polimeros na blenda. Mesmo com
maior aumento, ndo é possivel perceber com nitidez a presenca de duas fases na blenda 20/80.
Por outro lado, nas blendas de composigdes 40/60, 50/50, 60/40 e 80/20, (Figuras 24c, 24d, 24e,
24f), observa-se a presenga de duas fases distintas, confirmando os resultados obtidos por DMA e

DSC de que essas blendas sdo imisciveis.

E nitida a formagdo de buracos nessas blendas, mais pronunciados na blenda 50/50,

devido a criofratura das mesmas, o que indica uma baixa adesdo entre os polimeros.

As técnicas de DMA e DSC mostram que todas as blendas sdo imisciveis. Os resultados
de MEV confirmam a presenga de duas fases nas blendas, além de evidenciar uma maior
homogeneidade nas blendas em que um dos polimeros estd em baixa concentragdo. Estes
resultados sio concordantes com os obtidos para as blendas preparadas por evaporagdo de

solvente.
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Figura 24. Micrografias obtidas por MEV das blendas criofraturadas de PPD/PLLA. (a)
0/100-(b) 20/80 (c) 40/60 (d) 50/50 (e) 60/40 (f) 80/20 (g) 100/0
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4.3. Estudo in vitro

4.3.1. Blendas preparadas por evaporacio de solvente

4.3.1.1. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As Tabelas 7 a 12, que se encontram no Anexo I, apresentam os dados obtidos por DSC
para as membranas PPD/PLLA nas composigSes 0/100, 20/80, 50/50, 80/20, 80/20 com 3% de
trietil citrato de sodio e 100/0, degradadas nos temposde 0, 1,2, 4, 6, 8 ¢ 10 semanas e 12 e 15

semanas para a amostra 20/80.

Na Tabela 7 sdo apresentados os dados para a membrana de PLLA homopolimero.
Verifica-se que apds 4 semanas, ocorreu um aumento de 43 % no AHy, do PLLA (primeiro
aquecimento) e um aumento de mais 25 % de 4 para 10 semanas. O estudo da degradacdo para a
PPD homopolimero (Tabela 13), mostra um aumento do AH,, da PPD de 13 % apos 1 semana de
degradag@o, que se manteve praticamente constante até 4 semanas, indicando que a degradagio
da PPD € mais rapida no inicio do processo [ASSIS et al , 1988]. O aumento da entalpia de fusdo
significa um aumento na cristalinidade do material, caracteristica desses poliésteres, devido a

cisdo das ligagdes e consequente diminuigio da massa molar.

A Figura 25 apresenta o AH,, do PLLA para todas as blendas no primeiro aquecimento.
Observa-se que o AHy, aumenta em fungéo do tempo de degradagdo para todas as blendas e para
os polimeros puros. Até duas semanas, verifica-se um aumento mais acentuado do AHp,
indicando que a degradagdo ¢ mais rapida no inicio do processo. Apds esse periodo, o AH,
continua a aumentar, mas ndo tdo significativamente. Como as curvas foram normalizadas, é
possivel perceber, que no inicio do processo, quanto maior a quantidade de PPD, mais acentuada
¢ 0 aumento do AHy, do PLLA. O aumento de AH,, indica um aumento no grau de cristalinidade
[DUEK et al., 1999] [LIN et al., 1993] [GRIPMA, 1993]. Desta forma, as curvas do AH,, do
PLLA em fungéio do tempo de hidrolise ilustram a dependéncia do grau de cristalinidade do
PLLA com o tempo de degradagdo. Estes resultados estio de acordo com os dados relatados na
literatura com respeito ao aumento da cristalinidade do PLLA [TSUIJI & IKADA, 2000] [TSUJI

& IKADA, 1997].
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LIN et al,, (1993) e SABINO et al, (2000) relataram que apés a hidrélise em solugdo
tampdo fosfato, o grau de cristalinidade da PPD também aumentou. CHU & BROWNING,

(1988) também observaram aumento de cristalinidade para o PGA, apés a degradacdo hidrolitica.

O aumento da cristalinidade do PLLA com o tempo de degradagio foi atribuido a cisBes
hidroliticas dos segmentos das cadeias localizados inicialmente na parte amorfa. Tais cisdes

resultam em um menor enovelamento dos segmentos de cadeia localizados nas regides amorfas.

Na Figura 26 pode-se constatar uma diminui¢io da T, do PLLA para todas as blendas
em fun¢do do tempo de degradagio, concordando com os resultados da literatura [TSUJI &
IKADA, 2000] [TSUJI & IKADA, 1997] [MIGLIARESI et al., 1994] [PISTNER et al., 1993]
[VERT & GARREAU, 1991] [L1 et al., 1990]. Por exemplo, na blenda 20/80 (Tabela 8) a T, do
PLLA (primeiro aquecimento) decresce de 177 para 165 °C ap6s 15 semanas de degradacfio. Para
o PLLA homopolimero (Tabela 7) a T, do PLLA diminuij de 178 para 169 °C, apés 10 semanas
de degradagio.

Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que com as cisdes hidroliticas dos
segmentos das cadeias ocorre uma recristalizagdo, onde novos cristais sio formados,
provavelmente com menor intera¢do entre as cadeias, fazendo com que ocorra a fusio dos cristais

a uma temperatura mais baixa.
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Apos algumas semanas de degradagdo, observa-se o desaparecimento do AH. do PLLA e
da PPD, no segundo aquecimento, para as blendas 0/100 e 20/80 (Tabelas 7 e 8). Na Figura 27,
o AH, do PLLA da blenda 0/100 ¢ verificado até duas semanas, enquanto que na Tabela 8
(blenda 20/80), o AH. de ambos os polimeros ¢ observado somente ateé 6 semanas. Isto pode ser
explicado, com o aumento da degradagdo ocorre um rearranjo das cadeias poliméricas, formando
novos cristais e resultando no aumento do grau de cristalinidade, conforme ja verificado através
do aumento do AH,, Apés algumas semanas de degradagdo, diminui a possibilidade de formar

cristais durante o segundo aquecimento, pois o material j4 se encontra mais cristalino.

Para as blendas 80/20 e 80/20 com 3% de trietil citrato de sodio (Tabelas 10 e 11) ha
evidéncias de um segundo pico de fusdo para a PPD, o qual se separa do primeiro em fungdo do
tempo de degradagdo. Isto pode ser observado nas curvas de DSC, apresentadas na Figura 28
para a blenda PPD/PLLA (80/20). Uma explicagdo para este resultado ¢ que pode estar ocorrendo
recristalizacio dos cristais de PPD durante a corrida do DSC [TSUJI & IKADA, 1997]. Pode-se

verificar que isto ocorre somente nas blendas com alta concentragéo de PPD.
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blenda PPD/PLLA (80/20) obtida por evaporagdo de solvente e degradada in vifro.
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[PEZZIN et al., 2001] explicaram a ocorréncia de dois pontos de fusio para PPD, através
da obten¢do do fluxo de calor nio reversivel para uma corrida nica (aquecimento) de uma
amostra cristalizada a 75 °C por 60 min (Figura 29). Foram observados fortes e multiplos efeitos
exotérmicos nesta curva, comprovando a ocorréncia de recristalizago.
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Figure 29. Curva de fluxo de calor ndo reversivel da PPD cristalizada a 75°C por 60 min

obtida por MDSC [PEZZIN et al., 2001].

Esse interessante resultado foi relatado na literatura por TSUJI & IKADA, (1997) para o
PLLA, entretanto ndo esta de acordo com o resultado obtido por SABINO et al., (2000). Este
ultimo observou dois picos de fusdo bem diferenciados para a PPD antes da degradaciio, os quais

tendem a se aproximar um ao outro apds 6 semanas de degradagdo, e tornam-se apenas um pico

apos 8 semanas.

A degradago dos poliésteres alifaticos tanto in vitro, quanto in vivo, foi investigada por
muitos autores. A degradagio do PLA e PGA foi revisada por KOPECEK & ULBRICH (1983),
HOLLAND & YASIN (1986) e LEWIS (1990). A degradac¢do do PCL foi estudada por PITT &
SCHINDLER, (1983). Sabe-se que a massa molar, a polidispersividade, o grau de cristalinidade,
a morfologia, a histoéria térmica ¢ a geometria dos polimeros sdo fatores que influenciam
consideravelmente a taxa de degradacdo [DUMITRIU, 1996]. Polimeros com massa molar mais
baixa degradam mais rdpido que os de massa molar mais alta [LINDHARDT, 1988] e os

polimeros ramificados degradam muito mais rapido do que os lineares. Entretanto, nenhuma
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explicagdo adequada foi dada para este fendmeno [KISSEL, 1991]. Contudo, o mecanismo da
degradag@o no esta totalmente compreendido. Um estudo mais detalhado sobre a degradaciio do
PLLA, descrito por VERT et al, (1991), mostra que esse fendmeno ocorre de maneira
heterogénea, sendo mais rapido nos dominios amorfos do que nos cristalinos e mais rapido no
interior do que na superficie, devido a uma auto-catalise acida. O entendimento da degradacdo
preferencial no interior € baseado no estudo 7z vitro, mimetizando o meio fisiolégico. O polimero
¢ imerso em um meio aquoso, onde ocorre a absor¢do de 4gua e inicia-se a clivagem hidrolitica
das ligacQes ésteres, ocasionando uma diminui¢do da massa molar. No inicio, a degradagdo é
mais rapida na superficie do que no centro, devido ao gradiente de absorcio de agua. Os produtos
da degradag@o sdo formados tanto na superficie quanto no centro, mas aqueles localizados perto
da superficie dissolvem-se mais facilmente no meio, pois os localizados no interior devem
difundir-se através da massa. Logo, a concentragio de grupamentos carboxilicos acidos aumenta
muito mais no interior do que na superficie, catalisando a degradacio [PITT & SCHINDLER,
1980].

WOODWARD et al. (1985), ao estudar a degradagdo do PCL, propuseram que esta ocorre
em dois estagios discretos. O primeiro envolve a hidrolise nfio enzimatica das ligagdes ésteres,
autocatalisada pelos grupos carboxilicos terminais dos polimeros, e no segundo estagio o
polimero adquire elevada cristalinidade e diminui¢io da massa molar. O aumento da
cristalinidade com o aumento da degradagdo pode ser explicado devido a um rearranjo das
cadeias menores, geradas pelo proprio processo de degradagio com a formagio de novos cristais
[DUEK et al., 1999]. Esta explicagdo estd de acordo com a explicagio dada por VERT et al,
(1991). Outros autores acreditam que o grau de cristalinidade aumenta, pois a parte amorfa se
degrada primeiro, permanecendo uma maior porcentagem da fase cristalina [LEENSLAG et al.,
1987].

4.3.1.2. Analise termogravimétrica (TGA)

As blendas obtidas por evaporagio de solvente foram analisadas por TGA para avaliar o
grau de degradagdo das mesmas. Nos termogramas, observa-se um Unico estagio de perda de
massa para os dois homopolimeros. A Tabela 13 ilustra os dados obtidos por TGA para todas as
blendas. Comparando-se os valores de Ti da PPD (temperatura em que se inicia o estagio de
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perda de massa da PPD) em fun¢o do tempo de degradacgdo, verifica-se um decréscimo nesse
valor para a PPD homopolimero, confirmando o processo de degradagdo. Observa-se que essa
degradagdo € rapida no inicio do processo, apos 2 semanas (um decréscimo de 7 %), e apos 4
semanas, manteve-se estabilizada, confirmando os resultados obtidos por DSC. Este mesmo
comportamento € observado também para os valores de Td da PPD (temperatura em que a

derivada da curva de perda de massa € maxima).

Analisando a Ti do PLLA apdés 4 e 6 semanas, observa-se um aumento pouco
significativo de 7 °C ap0s 4 semanas, que se mantém constante apos 6 semanas, o que indica que
praticamente ndo se iniciou a degradagdo do PLLA homopolimero até 6 semanas em tampdo

fosfato.

Verifica-se que a temperatura onde o PLLA inicia o processo de perda de massa
(Ti = 334 °C), é bastante superior a da PPD (Ti = 258 °C). As blendas 20/80, 50/50 e 80/20
apresentaram dois estagios de perda de massa, sendo o primeiro atribuido a PPD e o segundo
atribuido ao PLLA. Ao compararmos a Ti do PLLA para as blendas PPD/PLLA 0/100 e 20/80,
verifica-se que a adi¢do de 20 % de PPD a blenda, diminui a Ti do PLLA em 12 % ap0s quatro
semanas de degradagdo (Figura 30). A diminuicdo da Ti do PLLA indica que o aumento da

concentra¢do de PPD acelera a degrada¢do do PLLA.

PPD/PLLA

& s020

0 4 6 0 4 8 0 4 8
tempo de degradacao (sem)
Figura 30. Temperatura do inicio do estagio de perda de massa (Ti) do PLLA para as
amostras de blendas PPD/PLLA preparadas por evaporagio de solvente em fungdo do tempo de

degradagdo, determinadas a partir de termogramas de TGA.
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Tabela 13. Dados determinados por TGA para as blendas PPD/PLLA obtidas por

evaporagdo de solvente e degradadas in vitro.

PPD/PLLA (0/100) TiPPD | Tiplast | TIiPLLA | TdPPD | Tdplast | Td PLLA
0 O O O 0 O
0 semanas = - 334 = — 364
4 semanas = - 341 = - 367
6 semanas — - 341 = - 366
PPD/PLLA (20/80)
0 semanas 284 = 340 301 — 362
4 semanas 222 — 300 241 — 327
8 semanas 209 — 304 230 — 335
PPD/PLLA (50/50) _
0 semanas 280 = 336 314 = 354
6 semanas 234 = 292 255 — 304
PPD/PLLA (80/20)
0 semanas 280 - 335 312 — 342
4 semanas 240 - 301 269 = 307
8 semanas 235 - 286 256 - 294
PPD/PLLA (80/20) 3%p
1 semana 284 231 302 2727288 252 305
2 semanas 259 231 287 270 252 289
4 semanas 256 * * 269 * *
PPD/PLLA (100/0)
0 semanas 258 — — 277 — =
2 semanas 239 — 258 = =
6 semanas 237 = — 257 = -
8 semanas 230 — — 247 - —

Ti = temperatura onde se inicia o estigio de perda de massa “onset”
Td = temperatura onde a derivada da curva ¢ maxima
* = dificil visualizacdo

O acréscimo de 50 % de PPD i blenda, acelera a degradagdo do PLLA em 14 % apos 6
semanas. Entretanto, com 80 % de PPD na blenda, a variagio encontrada apos 4 semanas foi a

mesma, ou seja, 12 %.

65



A blenda com plastificante possui 3 estigios de perda de massa, sendo um estagio
referente 4 PPD, outro referente a0 PLLA e um terceiro estagio, que ocorre em Ti = 232 °C ¢

Td =259 °C, o qual ¢ atribuido a perda de massa do trietil citrato de sodio (plastificante).

4.3.1.3. Microscopia eletrdnica de varredura (MEYV)

As morfologias dos filmes antes e ap6s o processo de degradagéo, foram analisadas por
MEV e se encontram na sessdo 4.3.1.4. As Figuras 31a e 31b, mostram, respectivamente, a
superficie superior da membrana de PPD homopolimero, que apresenta uma superficie irregular
composta por glébulos pontiagudos, antes € apds 6 semanas em tampdo fosfato. A Figura 31c
mostra a superficie da fratura da membrana apés 6 semanas de degradacdo enquanto a Figura
31d mostra a superficie superior da PPD, apds 8 semanas de degradagdo. O aparecimento de
trincas ocorre apds 2 semanas e assumindo uma significante proporgdo apés 6 semanas. Essas
trincas podem ser verificadas também na superficie da fratura. Ap6s 8 semanas a PPD ji se

encontra completamente degradada.

A Figura 32 mostra a superficie da membrana de PLLA homopolimero, apés 1, 2, 6 e 10
semanas de degrada¢do, na qual ndo se observa trincas ou rachaduras até este periodo. Estes
resultados comprovam que a PPD degrada muito mais rapido que o PLLA. Macroscopicamente,
a aparéncia das amostras muda durante a degradagio. Apos 6 semanas de degradacgdo, observa-se
que as amostras tornam-se embranquigadas. NIJENJUIS et al, (1996) atribuiram este fato a

recristalizagdo dos polimeros.

As blendas em todas as composicdes foram estudadas in vitro, mas serdo discutidos dois
casos representativos, que s@o as blendas PPD/PLLA 80/20 e 20/80. Enquanto a blenda 80/20 ¢
formada por esferas de PLLA dispersas em uma matriz de PPD, o oposto ocorre com a blenda
20/80, que € constituida por esferas de PPD dispersas em uma matriz de PLLA (Figura 33). Ao
compararmos as micrografias de superficie inferior das duas composigdes, apos a degradacio,

observa-se uma diferenca significativa quanto ao mecanismo de degradacio destas blendas.
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A Figura 33 mostra que a degradagdo da blenda 80/20 inicia-se pela matriz, composta de
PPD. Apés 2 semanas, ja é possivel observar o aparecimento de algumas trincas (Figura 33a). A
Figura 33b mostra a superficie superior da blenda apos 4 semanas, onde pode-se observar que a
blenda 80/20 apresenta uma matriz de PPD menos estavel composta por esferas de PLLA
ancoradas na mesma. Apés 6 , 8 e 10 semanas, a blenda apresenta-se completamente degradada
(Figuras 33d, 33f, 33h). E interessante notar, que apesar da matriz estar bastante degradada, as
esferas de PLLA apresentam-se praticamente intactas. Por outro lado, o mecanismo de
degradacdo da blenda 20/80 é completamente diferente. Como a matriz € formada por PLLA, que
possui uma taxa de degradacio mais lenta que o PPD, o processo de degradagio desta blenda
inicia-se nas esferas de PPD e ndo na matriz. Apés 4 semanas, as esferas comecam a se
“destacar” da matriz (Figura 33a). Apbs 6 semanas, nio se observa uma variagdo significativa da
degradagdo (Figura 33¢c). Com 8 semanas, uma boa parte das esferas de PPD ja se “destacaram”
(Figura 33e), sendo completamente removidas apos 12 semanas, de forma que a superficie da
amostra apresenta-se cheia de buracos (Figura 33g). A Figura 34 mostra que o mecanismo de
degradagdo é o mesmo para a blenda de composi¢do 50/50, onde pode-se verificar que apos 6
semanas, o dominio atribuido 4 PPD apresenta varias rachaduras, enquanto que o dominio do
PLLA ainda permanece intacto. As superficies de fratura das blendas PPD/PLLA 20/80, apés
uma semana e 80/20, apds 2 semanas (Figura 35), mostram que na parte interna da membrana, a

degradagdo ocorre mesmo pelo mecanismo citado acima.

Ao compararmos as micrografias das Figuras 33b, 34 e 33d referentes, respectivamente,
as blendas PPD/PLLA 20/80, 50/50 e 80/20, ap0s 6 semanas de degradagdo, observa-se que o

aumento da concentragio de PPD acelera a degradac¢io da mesma.

As técnicas de DSC e TGA permitiram quantificar que a degradagiio da PPD & mais
rapida no inicio do processo e que a PPD degradada muito mais rapido que o PLLA. A
degradagdo acarreta em um aumento do grau de cristalinidade do material, atribuido is cisdes
hidroliticas dos segmentos das cadeias localizados inicialmente na parte amorfa. Com as cisdes
hidroliticas dos segmentos das cadeias, ocorre uma recristalizacdo, onde novos cristais s3o
formados, provavelmente com menor interagdo entre as cadeias, fazendo com que ocorra a fusdo
dos cristais a uma temperatura mais baixa e diminuindo a possibilidade de formar cristais durante
0 segundo aquecimento, pois o material ja se encontra mais cristalino. A anslise das micrografias
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~obtidas por MEV mostra que o processo de degradacdo das blendas inicia-se sempre pela PPD e
nos permite concluir que o aumento da concentragio de PPD acelera a degradacio da mesma.
Estes resultados mostram que € possivel controlar a taxa de degradacio de uma blenda

bioreabsorvivel variando-se sua composigéo.
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estudo in vitro

(D)
Figura 31. Micrografias d¢ MEV da blenda PPD/PLLA (100/0) obtida por evaporagio

de solvente e degradada in vitro: a) superficie superiort=0 sem, b) superficie t =6 sem,

¢) superficie de fratura t = 6 sem, d) superficie superior t = 8 sem.
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Figura 32. Micrografias de MEV da superficie superior da blenda PPD/PLLA (0/100)

obtida por evaporagdo de solvente e degradada in virro. a) t =1 sem, b) t= 2 sem, ¢) t = 6 sem,
d) t= 10 sem.
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Figura 33. Micrografias de MEV da superficie das blendas PPD/PLLA obtidas por evaporagio de
solvente e degradadas in vitro: a) (20/80) t = 4 sem, b) 80720 t= 4 sem, c¢) (20/80) t = 6 sem, d) (80/20) t

= 6 sem, €) (20/80) t = 8 sem, ) (80/20) t = 8 sem, g) (20/80) t = 12 sem, h) (80/20) t = 10 sem.
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Figura 34. Micrografia de MEV da superficie inferior da blenda PPD/PLLA (50/50) obtida
por evaporagio de solvente e degradada in vifro (t = 6 semy).

Figura 35. Micrografias de MEV da superficie de fratura das blendas PPD/PLLA obtida
por evaporagdo de solvente e degradada in vitro: a) 20/80t =1 sem, b) 80/20 t =2 sem.
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4.3.2. Blendas preparadas por fusio
4.3.2.1. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As Tabelas 14 a 17, que se encontram no Anexo II, apresentam os dados obtidos por DSC para as
blendas PPD/PLLA obtidas por fusdo nas composi¢des 0/100, 20/80, 50/50 e 100/0 ap6s 2, 4, 8, 10, 12,
15 e 32 semanas. O mesmo comportamento em fungdo da degradagdo observado para os filmes

preparados por evaporagdo de solvente também foi verificado para as blendas preparadas por fusdo:

e aumento significativo do AHy do PLLA e PPD;
e diminuicdo das temperaturas de fusdo do PLLA e da PPD;
e desaparecimento do AH.do PLLA e PPD;

e aparecimento de dois picos de fusdo distintos

A Figura 36 mostra o decréscimo da Ty, da PPD em fungdo do tempo de degradagdo. Os valores
de Tm da PPD apresentados na Figura 37 mostram que a degradagdio € acelerada nas primeiros 10
semanas, mantendo-se praticamente constante apo6s este periodo. Estes dados concordam com os dados

obtidos para as blendas preparadas por evaporagdo de solvente.
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Figura 36. Curvas de DSC (segundo aquecimento) da blenda PPD/PLLA (100/0) obtida por

fusfo e degradada in vifro.
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Figura 37. T,, da PPD para as amostras de blendas PPD/PLLA obtidas por fusdo em func¢do do

tempo de degradagdo, determinadas a partir de curvas de DSC (segundo aquecimento).
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4.3.2.2. Anilise termogravimétrica (TGA)

A Figura 38 mostra as curvas de TGA para as blendas PPD/PLLA 0/100, 20/80, 50/50 ¢ 100/0
preparadas por fusdo ap0s a degradagdo in vitro. A Tabela 18 apresenta os dados obtidos por TGA para
todas as blendas. Observa-se um Unico estagio de perda de massa para os polimeros puros e um
decréscimo nos valores de Ti e Td em funcdo do tempo de degradagio. Assim como observado para as
membranas, a degradagio da PPD ¢ mais répida nas primeiras semanas. Com os dados da Tabela 18,
pode-se concluir que de 4 a 8 semanas a Ti da PPD diminui 29,8%, enquanto de 8 a 12 semanas

diminui somente 2,9%. Este comportamento pode ser melhor visualizado na Figura 39.

Ao contrario da PPD, durante as primeiras semanas o PLLA praticamente ndo degrada. De 8
para 12 semanas o decréscimo da Ti deste polimero ¢ de 1,2%, enquanto de 12 para 32 semanas O

decréscimo ¢é de 11,6%.

As blendas 20/80 e 50/50 apresentam dois estigios de perda de massa, sendo o primeiro

atribuido a PPD e o segundo atribuido ao PLLA.

Na Tabela 18 observa-se que para os homopolimeros, ocorre uma diminuigdo da Ti e da Td em
fungdo do tempo de degradagdo, pois com a degradagdo ocorre quebras dos polimeros em cadeias
menores, que iniciam o processo de degradagio a uma temperatura mais baixa. Entretanto, para as
blendas observa-se um comportamento diferenciado. Para as blendas 50/50 e 20/80, quanto maior 0
tempo de degradagio, maior a Ti e Td. Este comportamento ocorre devido a degradacido da PPD,
restando somente PLLA, que apresenta Ti muito maior que PPD. Este comportamento € mais

pronunciado na blenda 50/50.
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obtidas por fusdo e degradadas in vitro.
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Ti PLLA (°C)

blendas preparadas por fusdo em fungéo do tempo de degradag@o.

Tabela 18. Dados obtidos por TGA para as blendas PPD/PLLA obtidas por fuséo.

PPD/PLLA (0/100) Ti PPD (°C) Ti PLLA (°0O) TdPPD (°C) Td PLLA O
8 semanas - 340 - 366
12 semanas - 336 — 363
32 semanas - 297 - 341
PPD/PLLA (20/80)
4 semanas 224 310 241 339
8 semanas 211 300 236 328
12 semanas — 314 - 344
PPD/PLLA (50/50)
4 semanas 210 276 228 322
8 semanas 204 295 224 325
12 semanas 206 293 226 322
32 semanas 199 312 233 346
PPD/PLLA (100/0)
4 semanas 295 - 333 -
8 semanas 207 - 258 e
12 semanas 201 - 247 -

Ti = temperatura onde se inicia o estdgio de perda de massa “onset”
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Figura 39. Temperatura do inicio do estagio de perda de massa (Ti) do PLLA e da PPD. nas
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A Figura 39 mostra que o aumento da concentraggo de PPD na blenda acelera a degradagdo do
PLLA de maneira significativa. O primeiro grafico mostra que a Ti do PLLA diminui drasticamente a
medida que aumenta o contetdo de PPD e isto pode sugerir que o acréscimo de PPD a blenda acelera a

degradagio da mesma.

4.3.2.3. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As amostras de blendas PPD/PLLA preparadas por fusdo no formato de pinos foram degradadas

in vitro, fraturadas em nitrogénio liquido e observadas ao MEV. As micrografias encontram-se na

sessfio 4.3.2.4.

Os pinos de PLLA puro ndo apresentam trincas ou rachaduras até 15 semanas de degradagdo em
solugio tampdo fosfato. Apds 10 semanas observa-se alteragdo na morfologia e na aparéncia da
amostra. As amostras tornam-se mais embranquigadas e ¢é nitida a formagdo de estruturas orientadas
radialmente, semelhante a esferulitos, que sdo mais evidentes ap6s 32 semanas (Figuras 40a e 40b). A
formacdo destas estruturas orientadas ocorre devido ao aumento da cristalinidade do material. Apds 32
semanas ja se observa nitida degradagdo, aparecimento de rachaduras e fragmentagdo da amostra

(Figura 40c).

Os pinos de PPD puro, ja se apresentam completamente degradados apos 8 e 10 semanas de
degradagio (Figura 41), indicando que a taxa de degradagdio da PPD ¢ muito mais acelerada que do

PLLA. Ap6s 10 semanas a amostra torna-se um po.

Como verificado também para t=0, a blenda 20/80 continua apresentando nitida separagdo entre
as fases ap6s 4 semanas. Pequenos globulos de PPD ancorados numa matriz de PLLA comegam a se
"destacar" da matriz (Figura 42a). Apos 8 e 10 semanas, a blenda apresenta-se porosa, 0 que indica
que a PPD ja se degradou, enquanto a matriz de PLLA permanece intacta (Figura 42b). O mesmo
comportamento de degradagdo foi observado também para as membranas. O acréscimo de apenas 20%
de PPD a blenda acelera bastante a degradagio da mesma. Apos 12 semanas, observa-se a presenca de

varias camadas e que a degradagdo inicia-se da extremidade para o centro, perdendo as camadas
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externas (Figuras 42¢ e 42d). Ap6s 32 semanas, observa-se que a parte central dos pinos também se

encontram degradadas (Figura 42e).

Com 50% de PPD na blenda, a degradagdo da mesma ¢ ainda mais acelerada. Apos 4 semanas,
observa-se o aparecimento de rachaduras (Figura 43a). Apos 10 semanas, pode-se notar alteragdo na
morfologia (Figura 43b), formagdo de estruturas radialmente orientadas, atribuidas ao aumento da
cristalinidade do PLLA, devido ao processo de degradagdo da amostra, como observado também para o
PLLA puro. Apés 12 semanas é nitida a disposi¢do de camadas nos pinos (Figura 43c). Apos 15
semanas, observa-se a camada externa sendo desfolhada (Figura 43d) e apos 32 semanas, além da
fragilidade da amostra (Figura 43e), nota-se a presenca de uma interessante estrutura, cheia de vazios

irregulares, referentes a PPD ja degradada (Figura 43f).
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4.3.2.4. Documentaciio fotografica das blendas preparadas por fusio - estudo in vitro

(©
Figura 40. Micrografias de MEV da superficie de fratura da blenda PPD/PLLA 0/100

obtida por fusdo e degradadas in vitro: a)t =4 sem, b) t =32 sem, ¢) t =32 sem.
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Figura 41. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (100/0) obtida por fusdo e
degradada in vitro: a)t =8 sem, b)t =8 sem, ¢) t = 10 sem e d) t = 10 sem.
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Figura 42. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (20/80) obtida por fusiio e
degradada in vifro: a)t =4 sem, b) t =8 sem, ¢) t = 12 sem, d) t = 12 sem, e) t = 32 sem.
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Figura 43. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (50/50) obtida por fusdo e
degradada in vitro. a)t=4sem, b)t=10sem, ¢)t =12 sem, d) t= 15 sem, e) t= 32 sem,
) t=32sem.
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4.4. Estudo in vivo

Algumas caracteristicas fundamentais devem ser atendidas para que o substrato possa ser

aplicado como prétese temporaria de menisco. Estas caracteristicas serdo discutidas a seguir:

e porosidade

e biocompatibilidade

e resisténcia mecanica

e flexibilidade

e “design” e tamanho adequado ao menisco de coelho

e substrato para o crescimento de tecido para dentro da mesma

Em primeiro lugar, o substrato deve ser poroso, para permitir a invasdo do tecido, pois o
crescimento celular ocorre por ancoragem. A interconecgdo entre os poros e o tamanho destes em
fungio do tamanho de células invasoras também sdo fatores importantes. Substratos macroporosos tém
provado ser muito importantes para a formagio de tecido fibrocartilaginoso [de GROOT et al., 1997].
Além disso, deve haver uma boa adesdo entre o tecido e o substrato. Outras caracteﬁsticas importantes
sio a biocompatibilidade, a taxa de degradagdo, a resisténcia mecénica e o “design” apropriado
[SOMMERLATH & GILLQUIST, 1992]. A principal dificuldade encontrada quanto a um biomaterial
é conciliar suas propriedades fisicas, quimicas e mecnicas para a funcionalidade do implante com um
nivel aceitdvel de reacdo inflamatoria, a qual geralmente é causada por moléculas soliveis ou ions

liberados dos materiais utilizados como implantes.

Sabe-se da literatura que o PLLA e a PPD sdo amplamente utilizados clinicamente em pacientes
em uma série de aplicagdes, sendo considerados biocompativeis. Estudos pré-clinicos, em animais,
mostraram que a sutura flexivel de PPD apresenta um periodo de manutencdo da forga relativamente
longo e previsivel. As suturas de PPD exibiram toxicidade minima, ndo provocaram tumores, alergias
ou pirogenias. Enfim, a performance do PPD apos a operagdo foi considerada excelente, permitindo
completa recuperagio do ferimento [CHUSAK & DIBBELL, 1983]. Sabe-se também que os polimeros

bioreabsorviveis sdo excelentes substratos para cultura de células.
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O PGA, o PLLA e a blenda PGA/PLLA (90/10) foram investigados quanto a sua afinidade e
biocompatibilidade com os condrécitos. Em concentragSes acima de 2 mg/mL, o acido lactico foi
considerado menos citotoxico que o acido glicolico. Pelo equilibrio do pH, o efeito citotoxico ndo €
devido somente a acidez dos a-hidroxiacidos. De acordo com os produtos de degradagdo, o acido
glicdlico e o L(+) acido lactico, substratos de PLLA sio mais biocompativeis com os condrocitos
humanos que os substratos de PGA [SITTINGER et al., 1996]. Uma morfologia de cartilagem similar
foi desenvolvida usando substrato poroso de PGA através de uma cultura in vitro de condrdcitos
bovinos por 12 semanas. As propriedades mecénicas foram similares a cartilagem bovina normal [MA
et al,, 1995]. O crescimento celular foi aproximadamente duas vezes mais alto inicialmente (menos que
dois meses) em matrizes de PGA do que PLLA quando semeadas com condrocitos bovinos, mas apos
seis meses, a celularidade total foi similar. Inicialmente a diferenga foi atribuida ao fato de que o PLLA
degrada muito mais devagar e ha menos espago para a proliferagéo de células [FREED et al.,, 1993a].
Uma revisio recente mais aprofundada sobre este assunto pode ser encontrada na literatura

[TEMENOFF & MIKOS, 2000].

No caso deste estudo, como ambos os polimeros sdo mecanicamente resistentes, a nossa maior
preocupagdo foi com relagéo a flexibilidade, a taxa de degradagdo, aos poros e ao “design”. Como
visto nos ensaios mecanicos de tragdo para os filmes obtidos por evaporagio de solvente (Figura 21), a
blenda 80/20 foi a que apresentou modulo de rigidez mais baixo, sendo portanto a blenda mais flexivel.
O estudo in vitro indicou que a PPD homopolimero possui uma alta taxa de degradagdo, sendo inviavel

coloca-la sozinha na protese, pois ela seria degradada rapido demais.

Filmes porosos podem ser obtidas por varios métodos, dependendo das caracteristicas
desejadas. Um procedimento comumente utilizado envolve a preparagdo da solugdo de polimero com
adi¢do de um sal com granulometria controlada. Ap6s a evaporagdo do solvente e sucessivas lavagens
com agua para retirada do sal, obtém-se filmes com poros na granulometria especificada pelos gréos
de sal [LAM et al., 1994] [BARBANTI, 2001]. No entanto, os filmes obtidos por esta técnica ndo
apresentam regularidade na forma dos poros nem garantem interconecgdo entre eles, fator importante
para a formagio de tecidos [MOONEY et al., 1996].
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Um estudo recente mostrou que 10 % (m/V) de trietil citrato de sodio (plastificante) adicionado
ao PLLA em filmes preparados por evaporagdo de solvente foi responsavel pela promogdo de poros
interconectados nas mesmas [LUCIANO, 1997]. Por todos estes motivos, foram preparadas trés

membranas, uma por adig@o de sal e duas por adiggo plastificante.

O estudo piloto foi realizado com intuito de definir uma metodologia, como a protese seria
suturada, a dose de anestesia adequada aos coelhos, verificar se a protese estava sendo invadida pelo
tecido fibrocartilaginoso e se o tempo de degradagdo da protese estava adequado com o tempo de

invasdo do tecido, além de estabelecer os tempos mais adequados para o estudo in vivo definitivo.

As micrografias do estudo in vivo encontram-se na sessio 4.4.4.. A Figura 44 apresenta a
superficie superior e a superficie de fratura de uma blenda PPD/PLLA 50/50 preparada por adi¢do de
sal, com granulometria variando de 180 a 250 um, enquanto que a Figura 45 ilustra a superficie
superior, inferior e a superficie de fratura da blenda PPD/PLLA (80/20) 10% (m/V) 3% de
plastificante. Observa-se que a superficie superior é densa enquanto que a superficie inferior € porosa.
Isso fica mais facil de observar na superficie de fratura. Esta blenda foi selecionada, pois as outras

mostraram-se mais frageis.

Além da formagdo de um novo menisco € necessario também proteger a cartilagem do condilo
femoral. O estudo da cartilagem foi realizado, mas é objeto de estudo de outra tese de Doutorado do Dr
Tdlio Cardoso. A seguir, serdo apresentados e discutidos os resultados referentes ao estudo in vivo, no
que diz respeito as observagGes dos coelhos apos o implante e a interagdo protese/tecido e formagdo de

um neomesnisco.
4.4.1. Avaliacao dos coelhos apos o implante

Os coelhos foram acondicionados em gaiolas individuais e deixados soltos por algum tempo fora
das gaiolas de vez em quando para efeito de observagdo. Nas duas primeiras semanas apds o implante,
os coelhos ndo se locomoveram muito nas gaiolas e ndo se alimentaram normalmente. Apods duas
semanas, observa-se uma diminui¢cdo no nivel de "stress" dos mesmos, seguido de melhora no habito

de se alimentar e na locomoggo. Um dos coelhos (macho), com um implante de trés semanas, copulou
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normalmente com uma fémea, que veio a engravidar logo depois. Outro coelho, com um implante de 6

semanas, quando fora da gaiola, mostrou um padrio de locomogio idéntico a um coelho normal.
4.4.2, Microscopia éptica (MO)

As Figuras 46 e 47 mostram que o menisco apresenta fibrocondrocitos alinhados e imersos em
uma matriz extracelular com predomindncia de fibras de colageno orientadas do tipo 1. Este

procedimento foi realizado para futura comparagéo com o neomenisco.

A anilise morfologica da protese apos 3 semanas de implante, mostrou invasio de tecido
conjuntivo subdividindo a mesma em unidades menores, como mostra a Figura 48. Foi observada ja a
partir de 3 semanas a presenga de células gigantes de corpo estranho (macrofagos). A regido branca
observada na Figura 49 refere-se a blenda ainda ndo degradada. Essas regides birrefringentes compde
os esferulitos da prétese, circundados por fibras de colageno (coloragdo laranja-avermelhada). Os
esferulitos sdo observados somente com incidéncia da luz polarizada, devido a diferenga de indice de
refracdo das regiGes cristalina e amorfa. N3o foram observadas ainda células tipicas do menisco

normal.

Apos 6 semanas verifica-se uma intensa degradag@o do material e consequentemente uma maior
invasdo tecidual comparado com 3 semanas (Figura 50). Ainda n3o foi possivel observar
fibrocondrocitos. Com a luz polarizada, observa-se fragmentos da protese mais dispersos, representado

pelas regides brilhantes na foto (Figura 51).

Apos 12 semanas ainda se verifica a presenga da protese em algumas laminas, Figura 52. Além
disso, ainda observamos a presen¢a de células gigantes de corpo estranho. Por outro lado, nota-se
alguns fragmentos da protese, como pode ser visualizado pela Figura 53, com luz polarizada. Em
outras laminas ndo foi possivel encontrar a prétese, mas somente fibrocartilagem, porém, com as fibras
colagenas pouco orientadas (Figuras 54). A Figura S5 mostra um detalhe da figura anterior, onde é

possivel observar que os fibrocondrdcitos ndo estdo orientados.
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Apos 14 semanas foi possivel observar fibrocartilagem com as fibras orientadas ao longo dos
fibrocondrocitos, Figura 56, onde se verifica que a protese esta praticamente degradada. Entretanto
ainda foi possivel observar pequenos fragmentos brilhantes atribuidos aos esferulitos da prétese. E
importante observar a similaridade do padrdo de orientagdo das fibras com o menisco normal (Figura
47). A Figura 57 mostra a presenga de fibrocartilagem apdés 14 semanas com as fibras orientadas ao

longo dos fibrocondrocitos.

Dados da literatura comprovam que nem sempre um polimero bioreabsorvivel poroso promove
a formagio de fibrocartilagem. Uma prétese de copolimero de poli(L- &cido lactico) e poli(e-
caprolactona) (50/50) foi preparada com diferengas na porosidade e no modulo de compressdo. A série
I possui 96 % de porosidade, sendo 75 % de microporosidade (< 50 um) e 25 % de macroporosidade
(200-400 um), com modulo de compressdo de 40 kPa, enquanto que o copolimero da série II é menos
poroso (90%), possui menor microporosidade (< 50 um), maior macroporosidade (200-400 um) e
maior modulo de compressdo (100 kPa) [de GROOT et al., 1997]. A série I mostrou um crescimento de
tecido fibroso mais rapido para dentro da protese. Depois de 12 semanas, este crescimento estava
completo, enquanto que a série II o crescimento de tecido fibroso se completou apds 20 semanas.
Embora a série I tenha apresentado um crescimento de tecido fibroso mais rapido, a formagdo de
fibrocartilagem nestes implantes nunca foi observada. Na série II, fibrocartilagem foi observada apods
12 semanas. Os autores atribuem a nio formag3o da fibrocartilagem da série I a alta porosidade e ao

baixo mddulo de compressao.

A literatura descreve varios fatores que afetam a diferenciagdo. A formagdo in vifro de
condrocitos, foi determinada por células mesenquimais [BENJAMIN & EVANS, 1990] [CAPLAN,
1984]. Estas células podem se diferenciar em condrdcitos sob certas circunstancias. A diferencia¢do foi
controlada por densidade celular. Com alta densidade a maioria das células se diferenciaram para
condrécitos, com densidade intermedidria apenas alguns condrdcitos se desenvolveram e com baixa
densidade nenhum desenvolvimento foi observado. Foi mostrado também que quando expostas a forgas
compressivas intermitentes, as culturas de condrocitos de alta densidade mostraram um aumento na
produgdo de fibrocartilagem [VELDHUIZEN et al, 1979] [KIM et al, 1995]. Em adig¢do a isso,
condrdcitos podem crescer em uma matriz tridimensional de agarose [ARCHER et al., 1990], colageno
[KIMURA et al., 1986] ou scaffold de polimero poroso [FREED et al., 1994], mas se eles crescem em
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uma monocamada eles se diferenciam em células com aparéncia de fibroblastos. Pode ser possivel que
o implante estimule a condrogénese a partir de células precursoras por alteragdo local da densidade
celular, oferecendo uma matriz tridimensional para crescer e adicionando forgas compressivas as
células. Quando o defeito ndo € preenchido com o implante, o tecido reparado apresenta tecido fibroso

inferior.

Com o intuito de induzir o crescimento de tecido fibrocartilaginoso e reconstruir 0 menisco
lesado, foi desenvolvida uma protese porosa de poliuretano linear alifitica e implantada em cdes [de
GROOT et al, 1996]. O autor salienta a importdncia de se utilizar um material com poros
interconectados, para acelerar o crescimento do tecido. Apds 18 semanas a protese continha apenas
fibrocartilagem. A degeneragdo da cartilagem articular diminuiu comparada 4 meniscectomia, mas
ainda foi observada. Além disso, a protese tinha um modulo de compressio muito baixo e pode
produzir 4,4’-diaminodifenilmetano, que é uma substincia mutagénica, carcinogénica e muito toxica.
Em um trabatho mais recente o poliuretano-amida e poliuretano-urea foram produzidas sem o uso de
solventes orgénicos, com porosidade controlada e boas propriedades mecinicas [SPAANS et al., 2000].
Outros materiais também foram testados para a mesma aplicagio, envolvendo copolimeros de &-
caprolactona e L-lactideo, exibindo boas propriedades mecanicas resultantes das sequéncias de poli(L-
acido lactico) [de GROOT et al., 1997].

Utilizando um comp6sito bioreabsorvivel & base de coligeno e polidioxanona foi observado um
neomenisco apés 1 ano em ovelhas [METAK et al, 1997]. Entretanto, as ovelhas nio foram
sacrificadas antes de 1 ano. Embora ja tenha sido observada a formagdo de um neomenisco, o trabalho
ndo apresenta dados histologicos € o neomenisco formado apresentou propriedades mecanicas

inferiores comparado ao menisco normal.
4.4.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Conforme vimos no estudo in vitro, a PPD comega a se degradar mais rapido que o PLLA. Na
Figura 58, apds 3 semanas de implante, observa-se o inicio do processo de degradagdo, onde alguns
glébulos da prétese comegam a se “destacar” com o aumento da invasio de tecido conjuntivo. Na

Figura 59, ap6s 6 semanas de implante, observa-se maior invasdo do tecido conjuntivo ¢ uma boa
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interagdo tecido/protese. Com base no estudo in vitro, pode-se dizer que na Figura 60, a PPD ja se
degradou e que o tecido ocupou todo o espago deixado pela mesma. Nota-se a presenga de fibras
colagenas, ja bastante alinhadas e bem interagidas com a prétese. Observa-se que alguns gldbulos

aparentemente ndo sofreram degradag@o, sendo portanto atribuidos ao PLLA.
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Figura 44. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA 50/50 preparada com adi¢fio de sal com

granulometria variando de 180 a 250 um. a) superficie, b) superficie de fratura.
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Figura 45. Micrografias de MEV da blenda PPD/PLLA (80/20) 10 % (m/V) com 3 % de

plastificante. a) superficie superior, b) superficie inferior, ¢) superficie de fratura d) superficie de

fratura ampliada da parte porosa.
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Figura 46. Micrografia de um corte transversal de menisco de coglho, mostrando os
fibrocondrocitos, dispersos em uma matriz extracelular e o padrio de orienta¢do das fibras de colageno

(setas). Tricrémico de Masson. 200 x.
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Figura 48. Micrografia de um corte transversal da prétese (P) 3 semanas apds o implante. Inicio
do processo de degradagdo da protese e invasdo do tecido. Notar a presenga de célula gigante de corpo

estranho (seta). Tricromico de Masson. 170 x.

Figura 49. Micrografia de um corte transversal da protese 3 semanas apos o implante. Observar a
presenca de esferulitos (E) referentes ao polimero degradado e fibras colagenas (laranja avermelhado).

Com polarizag8o. Picrosirius. 170 x.
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Figura 50. Micrografia de um corte transversal da prétese apos 6 semanas. Observa-se intensa

degradagdo do material € uma maior invasdo tecidual. Tricrdmico de Masson. 170 x.

Figura 51. Micrografia de um corte transversal da prétese apés 6 semanas. Observa-se

fragmentos do polimero mais dispersos, representado pelas regides brilhantes na foto. Com

polarizagdo. Picrosirius. 170 x.
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Figura 52. Micrografia de um corte transversal da prétese (P) totalmente invadida por tecido
conjuntivo apos 12 semanas. Podemos verificar a presenca de células gigantes ‘de corpo estranho

(setas). Tricrdmico de Masson. 425 x.

Figura 53. Micrografia de um corte transversal da protese apés 12 semanas. Podemos verificar a

presenga de pequenos fragmentos do polimero. Com polarizagdo. Picrosirius. 170 x.
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Figura 54. Fotomicrografia de um corte transversal apos 12 semanas onde se observa apenas a

presenca de fibrocartilagem. Tricromico de Masson. 290 x.
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e

Figura 55. Detalhe da figura anterior mostrando os fibrocondrécitos e as fibras colagenas coradas

em azul, dispostas entre os mesmos. Notar que os fibrocondroécitos ainda nio estdo alinhados. 850 x.
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Figura 56. Micrografia de um corte transversal apos 14 semanas, mostrando fibrocartilagem com
as fibras orientadas ao longo dos fibrocondrocitos (setas). Notar a existéncia ja de poucos fragmentos

brilhantes dos esferulitos da protese (E). Tricrémico de Masson. 170 x.

Figura 57. Micrografia de um corte transversal apds 14 semanas, mostrando fibrocartilagem com

as fibras orientadas ao longo dos fibrocondrocitos. Picrosirius com polarizagdo. 845 x.
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Figura 58. Micrografia de MEV da protese apds 3 semanas de implante, mostrando o inicio do
processo de degradagdo do polimero (seta).

o

Figura 59. Micrografia de MEV da protese apés 6 semanas de implante. Observa-se maior
invasdo de tecido.
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Figura 60. Micrografia de MEV da proétese ap6s 15 semanas, mostrando o tecido conjuntivo
ocupando todo o espago deixado pela protese ja degradada.
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Capitulo 5

Conclusodes

A caracterizagio das blendas nos permite concluir que as técnicas de MDSC, DSC e
DMA revelam a presenga de duas temperaturas de transigéo vitrea similares aos homopolimeros
em todas as composigdes e valores constantes de Tm, 0 que indicam que tanto as blendas
preparadas por evaporagdo de solvente quanto as preparadas por fusdo sdo imisciveis. Esta
imiscibilidade foi confirmada pelas técnicas de caracterizagio morfolégicas, MO com luz
polarizada e MEV. No entanto, a separagdo de fases ¢ mais nitida nas blendas PPD/PLLA de
composigdes 40/60, 50/50 e 60/40, e menos intensa nas composi¢des 20/80 e 80/20.

Quanto ao estudo in vitro, as técnicas de DSC e TGA indicam que, tanto para o PLLA,
quanto para a PPD, a degradagio € mais rapida no inicio do processo e que a PPD degrada muito
mais rapido que o PLLA. Pode-se concluir que o aumento da concentragdo de PPD acelera a
degradagio da blenda, sendo possivel controlar a taxa de degradagéo variando-se a composigao

da mesma.

O estudo in vivo mostrou a presenga de fibrocartilagem com as fibras orientadas ao longo
dos fibrocondrocitos apés 14 semanas, indicando que a protese implantada apresenta grande
potencial para ser utilizada para a aplicagio em questdo, ja que o material parece induzir a

formagio de um neomenisco.
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